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Resumen 
La implantación de biomateriales de sustitución en el cuerpo humano está asociada a 
infecciones que pueden suponer largos periodos de tratamiento antibiótico o la retirada del 
implante.  
Con el fin de aportar soluciones a estos problemas, el presente proyecto propone un 
sistema de liberación controlada, desarrollando un recubrimiento polimérico con propiedades 
antibacterianas que evite la  adhesión y, por consiguiente, la  proliferación de bacterias 
sobre la superficie de implantes de titanio. 
Para ello, se sugiere estudiar el comportamiento de tres Polihidroxialcanoatos (PHA’s) 
distintos como matriz biodegradable que contenga gentamicina como principio activo. Se 
trata de poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y dos de sus coopolímeros poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato (PHBV) y poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (PHB4HB). Esta matriz 
tendrá forma de película o recubrimiento sobre superficies del titanio. La técnica propuesta y 
estudiada es DipCoating. 
El estudio sigue una línea de investigación en la que se optimiza el proceso de 
recubrimiento y se optimiza el perfil de liberación. 
Se evalúan una serie de métodos y variables para conseguir recubrir la superficie de titanio 
con los polímeros del estudio cargados con el antibiótico escogido. Posteriormente se 
caracterizan los recubrimientos logrados y se llevan a cabo una serie de ensayos in vitro en 
el que se comparan los distintos perfiles de liberación del fármaco que se consiguen 
variando algunos parámetros como la concentración de antibiótico o el número de capas en 
el recubrimiento. 
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1. Glosario 
FTIR: Espectroscopia de Infrarrojo de Transformada de Fourier  
PBS: tampón fosfato salino  
PEG: Polietilenglicol  
PLA: Polilactida o Poliláctico  
PM: Peso molecular  
RMN: Resonancia Magnética Nuclear  
SEM: Microscopia Electrónica de Barrido 
TEM: Microscopia Electrónica de Transmisión 
PEG: Polietilenglicol 
PHA: Polihidroxialcanoato 
PHB: Polihidroxibutírico  
PVA: Polivinil alcohol 
G: Gentamicina  
DipC: DipCoating 
CFU: Unidad Formadora de Colonias 
CVD: Chemical Vapor Deposition (deposición química en fase vapor) 
HEPES: ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetansulfónico 
LDH: Lactato deshidrogenasa 
M-PER: Mammalian Protein Extraction Reagent 
Ti cp: titanio comercialmente puro 
w/w: Composición en peso/peso 
Pág. 8  Memoria 
 
 
Desarrollo de recubrimientos de Polihidroxialcanoatos sobre titanio con propiedades antibacterianas para aplicaciones 
biomédicas  Pág. 9 
 
2. Prefacio 
2.1. Origen del Proyecto 
El presente Proyecto de Final de Carrera se desarrolla en el área de los biomateriales 
siguiendo una línea de investigación dentro del departamento de Ciència dels Materials i 
Enginyeria Metal·lúrgica de la UPC, en el grupo de investigación de BiBiTe, dónde se trabaja 
con biomateriales pensados para la regeneración de tejidos y órganos y también para la 
reparación funcional de éstos con una adecuada integración. 
Siendo el titanio uno de los materiales más utilizados en implantes de sustitución de tejidos 
duros, se están llevando a cabo muchos estudios donde se intenta mejorar la adaptación del 
biomaterial en el cuerpo humano. Se investigan propiedades que consigan, por ejemplo, una 
mejor respuesta y diferenciación celular o una inhibición bacteriana que evite las infecciones 
relacionadas con la cirugía de implantación, como en el presente proyecto en el que se 
estudia una manera de lograr una superficie de titanio con propiedades antibacterianas con 
un sistema de liberación controlada. 
2.2. Motivación 
La motivación de este estudio principalmente reside en el interés de aprender de manera 
experimental el desarrollo de una investigación relacionada con materiales para aplicaciones 
biomédicas. Adquirir conocimientos y experiencia de la metodología y de los ensayos 
necesarios para realizar un estudio de estas características, ensayos y métodos químicos, 
físicos y microbiológicos.  
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3. Introducción 
En muchos países, se ha descrito un aumento del número de dispositivos implantados, 
debido, en gran parte, al envejecimiento de la población con el consiguiente aumento de 
enfermedades degenerativas. Las enfermedades artríticas y la osteoporosis son, 
probablemente, dos de las causas más frecuentes de la degeneración del hueso y cartílago, 
y son motivo de importantes cargas económicas en la actualidad. A partir de los 60 años se 
estima un importante incremento de los problemas artríticos que causan lesiones 
osteocondrales para las que no existe tratamiento eficaz, solo el implante de prótesis o 
injertos óseos consiguen mitigar estos efectos degenerativos. Además del aumento del 
número de pacientes portadores de implantes, el aumento de las expectativas de vida hace 
que cada vez sea mayor el número de reintervenciones quirúrgicas [87]. 
Este aumento de pacientes con necesidad de portar implantes y las mejoras tecnológicas en 
el ámbito de la biomedicina, hace que cada vez más crezca el interés en estudios de 
desarrollo de biomateriales. Existen además, problemas relacionados con estos materiales, 
ya que los biomateriales implantados en humanos están asociados a infecciones que 
requieren largos periodos de tratamiento antibiótico y repetidos procesos quirúrgicos. 
La adhesión bacteriana a la superficie del material implantado y la capacidad de muchos 
microorganismos de formar biofilms en los cuerpos extraños contribuyen a la patogénesis de 
las infecciones asociadas a los implantes. Siendo el implante la fuente de infección, el 
tratamiento disponible, es eliminar el implante y realizar otra implantación [1]. 
3.1. Implantología 
Los biomateriales han formado parte a lo largo de la historia de la implementación de 
técnicas quirúrgicas o terapéuticas y se encuentran antecedentes desde el antiguo Egipto. 
Pero no es hasta la Segunda Guerra mundial  que surge una investigación sistemática y 
planificada en la adaptación de materiales convencionales en aplicaciones médicas, con 
participación de muchos cirujanos motivados por la existencia de millones de inválidos de 
guerra y alentados por el descubrimiento de antibióticos. En 1974 se fundó la Sociedad de 
Biomateriales de Estados Unidos y en 1978 se realizó el primer Congreso Mundial de 
Biomateriales. Fue entonces cuando comenzó el estudio por la búsqueda de materiales 
biocompatibles considerados inertes [2]. Se entiende como material biocompatible aquellos 
materiales que pueden ser aceptados por el cuerpo humano e inertes cuando se trata de 
sustancias que no son químicamente reactivas.   
En 1980 existían más de 50 dispositivos implantables (prótesis), unos 40 tipos diferentes de 
materiales en uso clínico [3] y de 2 a 3 millones de piezas implantadas en pacientes de 
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Estados Unidos cada año. Decenas de millones de personas mejoraron su calidad de vida 
por el uso de implantes conseguidos de estos biomateriales inertes. 
Con el tiempo, el campo de los biomateriales comenzó a cambiar su interés de lograr 
exclusivamente una respuesta tisular bioinerte, para dar lugar a la producción de 
componentes bioactivos, que son aquellos que podrían provocar una acción controlada y 
reacción en el entorno fisiológico [4]. Se definen actualmente a los biomateriales como 
materiales utilizados para evaluar, tratar, corregir o reemplazar a cualquier tejido, órgano o 
función del cuerpo humano [88]. 
Como ejemplo de un gran avance como material bioactivo fue, cuando se empezó a trabajar 
con recubrimientos de hidroxiapatita que conducían a una respuesta tisular (denominada 
osteoconducción) en el cual el hueso crecía a lo largo del recubrimiento y formaba una 
interfaz mecánicamente fuerte [6]. 
Otro avance en esta segunda generación fue el desarrollo de biomateriales reabsorbibles, 
estos exhiben una descomposición química controlada. 
El éxito clínico de materiales bioinertes, bioactivos y reabsorbibles ha sido un logro 
importante para las necesidades médicas de una población que envejece rápidamente [6]. 
En la actualidad se trabaja especialmente en biomateriales conocidos como de tercera 
generación, los conceptos por separado de materiales bioactivos y materiales reabsorbibles 
han convergido y materiales bioactivos se están haciendo reabsorbibles y polímeros 
reabsorbibles se están haciendo bioactivos [2]. 
Todos los implantes, por desgracia, son propensos en mayor o menor medida a la 
colonización bacteriana. En cierta manera la facilidad de colonización bacteriana dependerá 
del material [9]. El biomaterial implantable deberá tener el doble propósito de, por una parte 
sustituir el tejido perdido y por otra parte eliminar la infección ósea. 
3.2. Formación del biofilm bacteriano 
Las infecciones pueden aparecer por tres vías distintas: 
- Contaminación perioperatoria: durante la operación se produce una invasión 
bacteriana resultante de múltiples fuentes, tales como instrumentos quirúrgicos, 
guantes, flujo de aire en la sala de operaciones, el aire expirado por el paciente o el 
personal quirúrgico presente, o desde la piel que rodea la incisión. 
- Contaminación postoperatoria: causada por la contaminación directa de heridas 
abiertas, tales como de la saliva en el caso de la cirugía oral o el uso de dispositivos 
contaminados[10]  
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- Contaminación hematógena: propagación de infecciones de otras partes del cuerpo 
al  biomaterial implantado. Puede resultar de infecciones de la piel, intervenciones 
quirúrgicas o dentales, neumonía etc. Este tipo de proceso puede ocurrir en 
cualquier momento después de la implantación [11]. 
La introducción de las bacterias a través de cualquiera de estas rutas a la superficie del 
biomaterial es el paso inicial en el desarrollo de las infecciones asociadas a los implantes. 
Conceptualmente, el proceso de la adhesión bacteriana se puede dividir en dos fases 
básicas: reversible e irreversible (Figura 1) [12][13]. La primera fase es una interacción 
reversible entre las estructuras de la superficie celular y grupos moleculares en la superficie 
sustrato, o mediante fuerzas de interacción no específicos, tales como enlaces de Van der 
Waals, carga electrostática, interacciones ácido-base y las fuerzas de movimiento 
Browniano. Por ello, las propiedades físico-químicas de la superficie de un biomaterial como 
la carga y la hidrofobicidad desempeñan un papel importante en el proceso de adhesión. 
 
Figura 1: Crecimiento bacteriano en la superficie de un implante 
El proceso continúa con una adhesión irreversible, las bacterias adheridas crecen y 
producen sustancias poliméricas extracelulares, que conducen a la formación del biofilm. 
Estas sustancias polisacaridas protegen a los microorganismos contra el sistema inmune del 
huésped y el tratamiento antibiótico [14][15]. 
En el desarrollo del proceso de colonización superficial también interviene la población de 
las diferentes células del cuerpo que limitan la adhesión bacteriana, lo que se conoce como 
“carrera por la superficie". Por ejemplo, células como los osteoblastos y células bacterianas 
compiten por la adhesión y colonización de una superficie. El número de bacterias adheridas 
disminuye a medida que aumenta la cobertura de células como osteoblastos y viceversa [9]. 
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3.3. Tratamientos para evitar la colonización bacteriana en implantes 
Hay diferentes estrategias para evitar la formación de este biofilm. Principalmente se centran 
en la inhibición de la adhesión inicial de las bacterias a la superficie, inferir en las moléculas 
que modulan el desarrollo del biofilm o disgregar la matriz extracelular del biofilm [16]. 
Una vez formada la matriz extracelular los tratamientos antibióticos preventivos ya no 
resultan efectivos, por tanto el tratamiento más adecuado para la prevención de las 
infecciones en implantología consiste en evitar la adhesión bacteriana inicial a la superficie 
del implante [17]. 
Es importante el desarrollo de superficies antibacterianas que impidan la adhesión 
bacteriana, la colonización y proliferación en los tejidos circundantes  [18]. 
Una forma alternativa a la prevención de la propagación de infecciones son las superficies 
que pueden ser repelentes, esto significa que  las bacterias no pueden adherirse al material 
implantado. Por otra parte puede haber superficies cargadas con biocidas, que son 
sustancias que por lo general actúan a nivel de la membrana celular del microorganismo, 
penetrándola y destruyendo los sistemas que le permiten vivir [21]. 
Se pueden distinguir modificaciones en la superficie del implante, las que ofrecen 
propiedades antiadhesivas y las que trabajan como agentes antimicrobianos. En la Figura 2 
se muestran diferentes tipos de tratamientos o estrategias que se pueden llevar a cabo en 
las superficies de los implantes para que estas tengan una propiedad antimicrobiana. 
 
Figura 2. Tipos de tratamientos para evitar la adhesión bacteriana en la superficie de un biomaterial.  
Existen tratamientos superficiales para inhibir la adhesión bacteriana en un biomaterial 
específico. Muchos estudios han demostrado que la respuesta biológica a los biomateriales 
se puede controlar a través de alteraciones en la química, como los componentes químicos 
que forman la superficie y que pueden interactuar con la pared celular tanto de bacterias 
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(procariotas) como de células eucariotas, y alteraciones físicas como  por ejemplo la 
rugosidad de la superficie [22].  
Implantes con estructuras superficiales rugosas y porosas son más propensas a una mayor 
adhesión bacteriana en comparación a superficies lisas. Esto es debido a que se dispone de 
una mayor área superficial (rol físico). En escala nanométrica, la adhesión bacteriana no se 
limita a seguir la rugosidad de la muestra e influyen otras variables como la cantidad de 
proteínas adsorbidas (rol químico). Cuando aumenta la rugosidad, la formación de una capa 
proteica sobre la superficie del implante puede suprimir la adhesión de bacterias [23]. 
Se emplean también, elementos metálicos para conseguir superficies antibacterianas, 
metales como el cinc, cobre y plata se han demostrado que tienen propiedades 
antibacterianas [25]. El ejemplo más utilizado en aplicaciones biomédicas es la plata. Los 
cationes de plata disueltos son bioquímicamente agentes activos que interfieren con la 
permeabilidad de la membrana bacteriana celular y el metabolismo celular [24]. Sin 
embargo, existe cierta toxicidad de los iones de plata, ya que a ciertos niveles, la plata 
puede afectar negativamente a las células circundantes y provocar daños [25]. 
Además de elementos metálicos para conseguir superficies antibacterianas, se utilizan 
tambien elementos no metálicos como el selenio y sustancias orgánicas como antibióticos, 
péptidos antiinfecciosos, polipeptidos, acidos nucleicos, etc [26]. 
El hecho de utilizar estos ultimos como agentes terapéuticos, con sus problemas de 
inestabilidad y corta durabilidad, han promovido la actividad en el desarrollo de sistemas que 
proporcionen una cinética de liberación de fármacos predecibles [27]. 
3.4. Sistemas de liberación controlada 
En las últimas décadas, el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de liberación 
controlada ha suscitado un gran interés. Se trata de dispositivos que aportan perfiles de 
administración de fármacos más adecuados que los dispositivos convencionales, como la 
administración vía oral, donde los fármacos pueden alcanzar gran variedad de tejidos y 
órganos, tanto los que necesitan el fármaco como los que no, lo que podría provocar que en 
muchos de ellos se encuentren fuera de su intervalo terapéutico, que sean inactivos, o que 
su acción sea indeseada o nociva y por tanto, con efectos secundarios negativos [97][98]. 
La represión de infecciones se puede llevar a cabo fundamentalmente, por vía sistémica 
(inyección por vía intramuscular, subcutánea, intrarticular, e intradiscal) o local con 
antibióticos apropiados. Para que el antibiótico sea eficaz por vía sistemática se necesitan 
elevadas concentraciones, que pueden llegar a resultar tóxicas. 
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Por lo tanto, es más conveniente una represión de las infecciones por vía local de 
antibióticos, puesto que se pueden conseguir en este caso concentraciones locales eficaces 
del principio activo, se entiende por principio activo a la sustancia a la cual se debe el efecto 
farmacológico de un medicamento. 
Los sistemas de liberación controlada intentan modificar la velocidad, el tiempo o el lugar de 
liberación del fármaco [28]. 
De esta manera se pueden alcanzar ciertas concentraciones del principio activo en el lugar 
de la infección y mantenerlos a lo largo del tiempo. Por ello estos sistemas de liberación 
controlada de fármaco presentan numerosas ventajas con respecto a las formas 
farmacéuticas convencionales, como la reducción de efectos adversos por fluctuación en las 
concentraciones del fármaco y la disminución del número de dosis necesarias del 
medicamento [29]. En la Figura 3 se presenta un esquema de los dos tipos de sistemas, el 
convencional por dosis y el de liberación controlada. Se puede observar como una 
administración de fármaco ideal de manera controlada, se prolongaría en el tiempo de 
manera constante dentro de un rango terapéutico. 
 
Figura 3. Evolución de la concentración del principio activo con el tiempo en el lugar de infección. 
Perfil de administración convencional repetida y administración ideal. 
En los sistemas de liberación controlada de fármaco se utiliza normalmente una matriz que 
contiene o atrapa el principio activo a suministrar. El control de la degradación de esta matriz 
permite controlar las liberación del principio activo y así evitar el efecto tóxico relacionado 
con una liberación demasiado rápida y demasiado elevada. 
Se han desarrollado diferentes dispositivos de administración de fármacos, y estos vienen 
diferenciados principalmente por: 
1. la naturaleza de los compuestos 
2. el método de liberación del fármaco 
3. por la preparación y forma de la matriz 
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3.5. La naturaleza de los compuestos. Polímeros biodegradables 
Es muy importante el papel de las sustancias biodegradables en los sistemas que 
proporcionan una cinética de liberación de fármacos predecibles [30]. Se han estudiado 
diferentes materiales como portadores de fármacos como liposomas, polímeros, y otras 
macromoléculas autoensambladas.  
Dentro de la familia de los polímeros, los que despiertan mayor interés son aquellos que son 
biodegradables, ya que es una propiedad indispensable para la producción de sistemas 
liberación controlada [31][32]. Los polímeros biodegradables son aquellos que por la acción 
de microorganismos se degradan y generan productos no perjudiciales para el medio 
ambiente, éstos pueden ser naturales o sintéticos según su procedencia. 
Actualmente, la mayoría de los sistemas poliméricos biodegradables aplicados en medicina 
son poliésteres. Estos son los más estudiados en ingeniería de tejidos y como vehículos de 
administración de fármacos en sistemas de liberación controlada. Se utilizan por su 
biocompatibilidad y por la velocidad de degradación que puede ser variada en función del 
peso molecular, el grado de cristalinidad y la composición de sus comonómeros y/o aditivos 
[33]. 
Los más ampliamente estudiados son el poli (ácido láctico) PLA, el poli (ácido glicólico) 
PGA, y sus copolímeros. Son polímeros semisintéticos y su aplicación comercial más 
representativa han sido las suturas bioabsorbibles aprobadas en 1960. La Figura 4 muestra 
las estructuras químicas de estos dos poliésteres. Desde entonces, han sido desarrollados 
numerosos dispositivos basados en PGA y PLA. Otros poliésteres análogos tales como la 
policaprolactona, el politrimetilencarbonato y la polidioxanona, en forma de homopolímeros y 
copolímeros, son utilizados también para la elaboración de productos de uso biomédico [34]. 
Gracias a las características de los polímeros, se hace posible diseñar múltiples sistemas 
para conseguir una liberación controlada eficiente, gracias a las propiedades de esta familia 
de materiales como su gran versatilidad en propiedades químicas y mecánicas, así como su 
biodegradación y estabilidad [32]. 
 
Figura 4. Estructura de PLA y PGA 
Hay polímeros de origen natural, como algunos polisacáridos o proteínas (el almidón, la 
celulosa o el colágeno) que también se utilizan en aplicaciones biomédicas. Algunos 
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polímeros naturales son modificados por síntesis química como el quitosano, el cual se 
encuentra en los exoesqueletos de los insectos e invertebrados marinos y en las paredes 
celulares de ciertos hongos. Este biopolímero es una molécula bioactiva que posee la 
capacidad de inhibir la actividad bacteriana por sí mismo. Por este motivo, se han 
desarrollado  muchos estudios en el área de la biomedicina incluidos estudios de liberación 
controlada con este material [36]. 
Por otra parte, existen biopolímeros naturales como los Polihidroxialcanoatos (PHA’s) que 
pueden ser modificados biológicamente y que han demostrado ser muy prometedores para 
las aplicaciones de  administración controlada de fármaco. Esto es debido a que presentan 
una excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad [35].  
Los Polihidroxialcanoatos (PHA)  
Son biopolíesteres lineales compuestos de unidades de hidroxialcanoato (HA) como 
estructura básica. Muchas bacterias los sintetizan como la Cupriavidus necátor y la 
halomona boliviensis, lo hacen  bajo condiciones específicas de agotamiento de nutrientes y 
en presencia de un exceso de la fuente de carbono. Cuando se restablece el suministro del 
nutriente limitante, el PHA puede ser degradado por despolimerasas intracelulares y 
posteriormente metabolizado como fuente de carbono y energía. En menor grado, su 
función está relacionada con ciertos mecanismos enzimáticos en las células [38]. 
Figura 5. Estructura de los PHA’s [38] 
La Figura 5 muestra la estructura química de la familia de los PHAs. Son poliésteres con un 
grupo hidroxilo y grupos carboxilo unidos entre sí a través de enlaces oxoéster. 
La composición monomérica de los biopolímeros de PHAs es muy variada [37], hay cerca 
de 150 monómeros diferentes formadores de PHAs para dar lugar a materiales con 
propiedades diferentes,  esto indica que pueden tener aplicaciones variadas. Por esta razón, 
los PHAs se pueden encontrar en envases, al ser biocompatibles también se utilizan en 
medicina como en injertos, reemplazando parte de tejidos, o como materia prima de 
implementos médicos, también en productos de higiene y en biocombustibles [38]. 
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El Poli (3-hidroxibutirato) (PHB) es el componente de la familia de los PHAs más común y 
el primero que fue  descubierto por Maurice Lemoigne en 1923, posee características muy 
similares al polipropileno (PP) [93], uno de los plásticos convencionales (de la industria 
petroquímica) de mayor uso. En la Tabla 1 se comparan algunas propiedades de PHB, 
PHBV, PHB4HB y PP [94].  
Tabla 1. Algunas propiedades de los PHA’s y el PP 
Parámetro PHB PHBV 
(20%3HV) 
PHB4HB 
(16%4HB) 
PP 
Temperatura de fusión (°C) 177 145 152 176 
Temperatura de transición vítrea (°C) 4 -1 -8 -10 
Resistencia a la tracción (MPa) 40 32 26 38 
Elongación (%) 6 50 444 400 
El PHB se produce con un alto rendimiento mediante fermentación de una gran variedad de 
cepas bacterianas. Se compone de ácido R-3-hidroxibutírico (unidades 3HB) y su 
degradación hidrolítica produce este ácido que es un componente normal en la sangre 
[39][40][41]. En la Figura 6 se representa la estructura química del PHB. Este homopolíester 
tiene punto de fusión relativamente alto y alto grado de cristalinidad [42]. 
 
Figura 6. Estructura del PHB 
En función de la estrategia de la fermentación y los microorganismos productores, se 
pueden sintetizar diferentes copolímeros de forma natural. Por ejemplo el poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV) se produce cuando se añade a la 
fermenación acido valérico, el contenido de 3-hidroxivalerato (3-HV) juega un papel clave en 
las propiedades térmicas y mecánicas de PHBV [89][90][91]. Cuando aumenta el contenido 
de 3-HV disminuyen la temperatura de fusión y de transición vítrea [92] y se caracteriza por 
ser  menos cristalino, más flexible y más fácil de procesar que el PHB. La Figura 7 
representa la estructura química del PHBV. 
 
Figura 7. Estructura del PHBV 
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Figura 8. Estructura del PHB4HB 
El poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) (PHB4HB) es otro copolímero del PHB 
producido por R. eutropha en fermentaciones donde se limita el nitrógeno y se añade ácido 
4-hidroxibutírico como fuente de carbono.  
Se caracteriza por ser más amorfo que el PHB, más flexible y menos quebradizo [47]. La 
Figura 8 muestra la estructura química de éste copolímero. 
La principal ventaja de los polihidroxialcanoatos es su capacidad de ser biodegradados, lo 
hacen por medio de depolimerasas que son secretadas de las células y se adhieren a la 
superficie del polímero convirtiéndola en unidades de monómeros independientes. Los PHA 
pueden ser biodegradados por una amplia variedad de microorganismos existentes en 
muchos ecosistemas, tanto en condiciones aerobias como anaerobias, sin la formación de 
productos tóxicos. El tiempo que tarda la degradación depende de la naturaleza propia del 
polímero así como también las condiciones ambientales a las que sean expuestos [95]. 
En el presente proyecto se estudian estos tres biopolimeros de la familia  de los PHAs: PHB, 
PHBV y PHB4HB; por tener velocidades de degradación lentas y así poder prolongar la 
liberación del principio activo [40][42]. Además el hecho de que sean sintetizados de manera 
biológica asegura que sus productos de degradación, a diferencia de otros polímeros 
naturales pero sintetizados químicamente, sean totalmente biocompatibles [48][49]. 
3.6. Método de liberación del fármaco  
La liberación del fármaco desde la matriz polimérica puede deberse a tres tipos de 
mecanismos: liberación desde la superficie de las partículas (Figura 9a), difusión a través de 
la matriz (Figura 9b) y liberación debido a la erosión del polímero (Figura 9c). En la mayoría 
de los casos, la liberación se debe a más de uno de estos [43]. 
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Figura 9. Mecanismos de liberación en matriz polimérica.(a) Liberación superficial, (b) liberación por 
difusión (c) liberación por erosión del polímero 
Antibióticos utilizados en sistemas de liberación controlada 
En cuanto a los fármacos que se utilizan en este tipo de sistemas para evitar infecciones, 
decir que, en la elección del antibiótico se tienen que tener en cuenta el espectro para el 
organismo o la infección de la que se quiere tratar, y trabajar con concentraciones por 
encima del MIC (concentración a la que el antibiótico ya no es efectivo sobre el organismo).  
El principio activo alcanzará una concentración máxima en un tiempo específico, estos 
parámetros son diferentes para cada agente antibiótico y se ven afectados por la dosis, 
momento y modo de administración [30]. 
Se trabajan con varios tipos de antibióticos en estudios como este, vancomicina, 
gentamicina, ceftriaxona, kanamicina, tetraciclina o doxiciclina son los más utilizados para 
producir superficies de titanio con propiedades antibacterianas [9].  
Gentamicina es el fármaco propuesto en el presente proyecto para conseguir un sistema de 
liberación controlada, es un aminoglucósido que actúa inhibiendo la síntesis proteica de las 
bacterias, se utiliza contra una amplia gama de bacterias gram positivo y gram negativo [54]. 
 
Figura 10. Molécula de gentamicina 
Desarrollo de recubrimientos de Polihidroxialcanoatos sobre titanio con propiedades antibacterianas para aplicaciones 
biomédicas  Pág. 21 
 
En la Figura 10 se representa la molécula básica de gentamicina donde se indica las tres 
formas posibles en las que se puede encontrar este fármaco gentamicina C1, C2, o C1a. 
Este antibiótico es extensamente estudiado probablemente por su amplio espectro y 
elevada toxicidad sistémica, lo que lo hace un candidato atractivo para formularlo en 
sistemas de cesión in situ, con el objetivo de aumentar su eficacia terapéutica y evitar su 
toxicidad [53]. 
3.7. Preparación y forma de la matriz  
La matriz polimérica en un sistema de liberación controlada encapsula en su interior el 
principio activo que, mediante los mecanismos descritos en el apartado anterior, lo libera a 
cierta velocidad. La matriz se puede encontrar en distintas formas (geometría y dimensión), 
en función de su aplicación. La forma se debe de adecuar al tipo de implante y lugar de 
implantación e influirá en el perfil de liberación.  
Se encuentran sistemas de liberación controlada en forma de esferas (microesferas y 
nanoesferas) o capsulas. Se puede diferenciar las microesferas de las microcápsulas por 
que en las primeras el fármaco se encuentra disperso dentro de la matriz sólida polimérica y 
en las microcápsulas se encuentra recubierto por una membrana de polímero. La Figura11 
muestra un esquema de micro o nanoesferas y micro o nanocápsulas en el que la matriz 
incluye en su interior el fármaco que se desea liberar. 
 
Figura 11. Sistema de liberación controlada en forma de esferas. 
Las esferas pueden ser adheridas a la superficie del implante y así actuar en el tratamiento 
antimicrobiano de manera local.  
Existen muchos estudios sobre liberación controlada en forma de esferas, pero pocos en los 
que se utilicen PHA’s como el PHB que corresponde al más utilizado [96]. Investigaciones 
como la de W.J. Shih et al. en 2007 realizaron distintas composiciones de PHB y quitosano 
para producir microesferas cargadas con gentamicina como principio activo, lograron 
tamaños hasta de 1µm [99]. 
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Otro ejemplo en estudios de este tipo, lo propusieron L. Francis et al. en 2011, donde 
encapsularon gentamicina en microesferas de 1’54 a 2 µm de PHB variando diversos 
parámetros en el proceso para optimizarlo y demostraron que un sistema como este tenía 
un gran potencial para ser utilizado en diversas aplicaciones biomédicas [54]. 
Hay también estudios de sistemas que se componen de una matriz polimérica en forma de  
recubrimiento donde se contiene de forma dispersa el principio activo.  Estos son películas 
delgadas que cubren total o parcialmente la superficie del material a implantar. Un esquema 
de lo se podría conocer estos sistemas se muestra en la Figura 12 donde se observa un 
recubrimiento polimérico y un recubrimiento cargado de fármaco.   
 
Figura 12. Sistema de liberación controlada en forma de recubrimiento. 
Estudios como el de R. Sawn et al. en 2004 realizaron un recubrimiento de PHBV cargado 
con gentamicina, donde compararon el perfil de liberación de dos porcentajes distintos de 
HV en el copolímero y confirmaron la eficacia del complejo PHBV/Gentamicina en 
infecciones relacionadas con el implante [100]. 
En 2010 H. Vester et al. publicaron un estudio de la liberación de gentamicina incorporada 
en recubrimientos de PDLLA para implantes metálicos, analizaron la cinética de liberación in 
vitro e in vivo y demostraron con su sistema que la gentamicina alcanzaba un pico alto en el 
inicio de la liberación y que después disminuía poco a poco más de siete días, impidiendo la 
adherencia de las bacterias al implante sin dañar a las células óseas [101]. 
3.8. Métodos de recubrimientos 
Hay diferentes métodos para la producción de recubrimientos poliméricos. Los métodos de 
deposición para producir películas delgadas pueden clasificarse en [44].  
- Métodos a partir de una fase gaseosa: deposición química de vapor (CVD) y 
pulverización catódica. 
-  Métodos a partir de una fase líquida: recubrimiento por inmersión (DipCoating), 
recubrimiento por centrifugación (SpinCoating), recubrimiento por pulverización 
(SprayCoating). 
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La Figura 13 muestra los métodos de DipCoating, SpinCoating y SprayCoating para producir 
recubrimientos. 
 
Figura 13. Métodos de recubrimientos para producción de películas delgadas.(a) DipCoating, (b) 
SpinCoating (c) SprayCoating. 
El SpinCoating se utiliza para las aplicaciones de películas delgadas, el proceso consiste en 
depositar una pequeña cantidad de solución líquida de la que se quiera recubrir, sobre el 
centro de un sustrato, y entonces hacer girar el sustrato a gran velocidad. La aceleración 
centrípeta hace que la solución líquida se extienda hasta cubrir toda la superficie del 
sustrato. 
El SprayCoating en cambio, consiste en pulverizar la solución con la que se quiere recubrir, 
por la acción del aire, un gas inerte, o la presión de la solución en sí (al vacío) y se deposita 
sobre el sustrato, en este método es difícil controlar el espesor del recubrimiento, suele ser 
un proceso costoso y se genera un exceso de defectos en la superficie. 
El método de DipCoating, entre los diversos métodos de recubrimiento de deposición para 
conseguir una película delgada, es que tiene aplicaciones comerciales más antiguo. La 
primera patente basada en este proceso se emitió por J. Geffchen et. al en 1939 para el sol-
gel derivado de películas de sílice [103]. 
DipCoating 
El proceso de recubrimiento por inmersión (DipCoating) (Figura 13a), consiste en sumergir 
el sustrato a recubrir en un medio líquido (como puede ser polímero disuelto en disolvente 
orgánico), retirarlo  a una velocidad constante controlada y evaporar el solvente Se trata de 
tres etapas distintas en el proceso: 
1. Inmersión y tiempo de permanencia: Se sumerge el sustrato a una velocidad 
constante seguido de determinado tiempo de permanencia, suficiente tiempo de 
interacción entre del sustrato con la solución de recubrimiento para la humectación 
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completa.
 
Figura 14. Método DipCoating. 
2. Deposición y drenaje: Se retira el sustrato del medio líquido tirando hacia arriba a 
una velocidad constante también, y es arrastrada una capa delgada de la solución 
líquida. El exceso de líquido cae de la superficie del sustrato. 
3. Evaporación: El disolvente que contiene la película líquida adherida al sustrato 
sumergido, se evapora dejando depositado un recubrimiento sólido sobre la 
superficie dl sustrato. 
Con este método se pueden recubrir grandes superficies, el equipo necesario no es 
complejo y los costes no son elevados.  
La cantidad de recubrimiento adherido a la superficie de la muestra, dependerá de la 
solución líquida que se emplea para recubrir (como por ejemplo su viscosidad) y de 
condiciones en el proceso como la velocidad de retirada de la muestra sumergida [45].  
Muchos estudios de sistemas de administración de fármacos con una liberación controlada 
donde realizan recubrimientos poliméricos, emplean el método de DipCoating, como por 
ejemplo  el que realizaron en 2002, H. Gollwitzer et. al en el que cargaron con gentamicina y 
teicoplanina un recubrimiento de PDLLA [51]. Otro ejemplo, el de L.Tang et. al en 2009 en el 
que utilizaron tambén el método de DipCoating para conseguir recubrimientos de PDLLA 
incluyendo gentamicina en él [50]. 
3.9. Implantes de Titanio 
Los materiales metálicos se utilizan con frecuencia para la sustitución de tejidos duros [1], 
debido a su biocompatibildad y su resistencia mecánica, casi exclusivamente para los 
implantes sometidos a cargas, como las prótesis de rodilla y prótesis de fijación tales como 
alambres, clavos, tornillos y placas. Pero también se han utilizado como partes de válvulas 
cardíacas artificiales y como cables de marcapasos. 
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Predominan el uso de cuatro grupos de metales biomédicos: acero inoxidable 316L, 
aleación de cobalto-cromo-molibdeno y titanio puro y aleaciones de titanio (Tabla 1). Las 
principales consideraciones en la selección de metales y aleaciones para aplicaciones 
biomédicas son la biocompatibilidad, las propiedades mecánicas apropiadas, la resistencia a 
la corrosión, y el costo razonable[7]. 
Tabla 2. Composición de aleaciones de implantes quirúrgicos. ( wt%) 
 
El titanio es todavía el metal más comúnmente usado en materiales destinados a la 
fabricación de prótesis ortopédicas, teniendo en cuenta sus muy buenas propiedades 
mecánicas, biocompatibilidad y resistencia a la corrosión, resistencia debida a la capa de 
óxido que se forma en la superficie. La presencia de la película de óxido que se forma 
espontáneamente en el proceso de pasivación o repasivación es un criterio importante para 
la excelente biocompatibilidad y resistencia a la corrosión del titanio y sus aleaciones. 
También por sus buenas propiedades mecánicas, su cierto módulo elástico y su baja 
densidad hacen que estos metales presenten un comportamiento parecido al de los huesos. 
Ligero, fuerte y totalmente biocompatible, el titanio es uno de los pocos materiales que 
naturalmente coinciden con los requisitos para la implantación en el cuerpo humano. Son 
ampliamente utilizados como sustitutos de los tejidos duros en los huesos artificiales, 
articulaciones y los implantes dentales[8]. 
3.10. Técnicas utilizadas en el estudio 
3.10.1. Tratamientos superficiales 
Ingeniería de Superficies puede desempeñar un papel significativo en aumentar el  
rendimiento de los dispositivos ortopédicos de titanio. 
Los tratamientos superficiales consisten principalmente en la mejora del comportamiento 
tribológico, resistencia a la corrosión y la osteointegración del implante. Existen 
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revestimientos para mejorar la resistencia al desgaste y la corrosión mediante la mejora de 
la dureza superficial del material que puede ser aplicada por diferentes técnicas de 
modificaciones de la superficie, tales como oxidación de la superficie, los métodos de 
deposición física como recubrimientos de implantación de iones y pulverización de plasma, 
así como tratamientos de superficie termoquímicos tales como nitruración, carburación y 
boración [55][56]. 
Se han dedicado grandes esfuerzos para conseguir un espesamiento y estabilización de los 
óxidos de superficie en el titanio y lograr así las respuestas biológicas deseadas. La 
respuesta biológica a titanio depende de la composición química de la superficie, y la 
capacidad de los óxidos de titanio para absorber moléculas e incorporar elementos. La 
topografía de la superficie desempeña un papel fundamental en la regulación del 
comportamiento celular, por ejemplo, la forma, la orientación y la adhesión de las células 
[57]. 
En el presente proyecto, se han aplicado algunos de los tratamientos superficiales, no tan 
solo para mejorar la integración del tejido óseo con el implante, sino también para mejorar la 
adhesión del recubrimiento polimérico.  
Activación por plasma 
En el estudio se han llevado a cabo tratamientos superficiales sobre el titanio para mejorar 
las propiedades de adhesión del recubrimiento, una posible opción es la activación y 
limpieza por plasma de oxígeno, que es un método probado, rápido y eficaz. El plasma 
consigue limpiar la superficie del material a estudiar mediante el bombardeo con iones que 
elimina las impurezas superficiales. 
Con esta activación se crean lugares con radicales, que pueden reaccionar con sustancias 
como los polímeros del recubrimiento a estudiar,  para mejorar su adhesión en superficies 
como las del titanio, no reactivas o no humedecibles, es decir, aumenta el número de grupos 
hidroxilos en la superficie, lo que implica más disponibilidad de posibles enlaces, aumenta 
así la polaridad y la hidrofilicidad de la superficie. 
 
Figura 15.Superficie de Ti activada 
El método se puede llevar a cabo con varios gases, en el caso de este estudio, el oxígeno 
es el gas empleado, con él, Los polímeros adquieren funcionalidades superficiales nuevas 
que invierten por completo la polaridad de materiales. Las soluciones acuosas con tensión 
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superficial elevada se extienden sobre la superficie activada con ángulos de contacto muy 
pequeños [58]. 
Ataque con NaOH 
Otro método empleado es con hidróxido de sodio, mejora la bioactividad y produce una 
estructura de red a escala nanométrica sobre la superficie del metal. El tratamiento es 
utilizado para mejorar la osteointegración de la superficie, y  fue introducido por Kokubo en 
1990. El ataque con una solución de NaOH produce una capa de gel de titanato de sodio en 
la superficie de Ti [58]. 
Se consigue una superficie porosa sobre la superficie del metal, hay un cambio estructural 
durante el tratamiento de NaOH, la capa de TiO2 se disuelve parcialmente a causa del 
ataque por grupos hidroxilo. 
TiO2 + NaOH → HTiO3¯ + Na+ 
Esta reacción tiene  lugar de forma simultánea con la hidratación de titanio.  
Ti + 3OH¯ → Ti (OH)3+ + 4e¯ 
Ti (OH)3+ + e¯ → TiO2 · H2O + 1/2 H2 
Ti(OH)3 
+ + OH¯ ↔ Ti(OH)4 
El óxido de titanio hidratado se sigue atacando con hidroxilo y produce hidratos cargados 
negativamente de la siguiente forma: 
TiO2 · H2O + OH¯ ↔ HTiO3 ¯ · nH2O 
Estas especies cargadas negativamente se combinan con sodio en la solución acuosa para 
producir una capa de hidrogel de titanato de sodio. Con esta capa de gel, se obtiene cierta 
topografía, aumentando notablemente el área de la superficie real, además se incluye una 
elevada cantidad de grupos OH  [58][59][58]. 
3.11. Caracterización físico-química 
3.11.1. Análisis composicional  
Espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier. FTIR 
Para la caracterización de los polímeros la espectroscopía de infrarrojos permite identificar 
grupos funcionales característicos de las moléculas del estudio. 
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La espectroscopía de infrarrojos utiliza radiación infrarroja media, desde 4000cm-1 hasta 
100cm-1. Los fotones de la radiación son absorbidos por los enlaces de una molécula 
aumentando los niveles vibracionales. Cada tipo de enlace absorbe radiación infrarroja a 
una frecuencia distinta. 
El análisis de una muestra se realiza haciendo pasar radiación infrarroja a través de la 
muestra, parte de la radiación será absorbida  cuando la frecuencia de excitación de un 
enlace o grupo de enlaces coincida con algunas de las frecuencias de la radiación, el resto 
pasará a través de la muestra, será transmitida y registrada por el equipo. Resulta un 
espectro que representa la absorbancia y transmitancia molecular característica de cada 
muestra [60]. 
Resonancia Magnética Nuclear. H1RMN 
Al combinar las técnicas de IR y RMN suele ser posible establecer con certeza la estructura 
de un compuesto desconocido. 
El nombre de la técnica Resonancia Magnética Nuclear viene dado por el hecho de que este 
tipo de espectroscopía supone un cambio energético de los núcleos atómicos y de que es 
necesario un campo magnético para que estas variaciones de energía se puedan observar. 
La palabra resonancia denota la absorción de energía que se asocia a un cambio del estado 
energético de los núcleos. Los dos elementos más frecuentes en los compuestos orgánicos 
son el C y el H, por ello en la RMN se estudian el núcleo del hidrógeno, 1H y el del isótopo 
minoritario del carbono ,13C. 
La técnica utilizada en el presente proyecto es la Resonancia Magnética de protón, por 
basar el estudio en el núcleo del H [61]. 
Cromatografía de Permeación en el Gel. GPC 
Las técnicas cromatográficas se basan en la separación de componentes de una mezcla, 
observando la distribución de estos componentes entre dos fases: una Fase móvil y una 
Fase estacionaria. Generalmente, se utiliza una columna que contiene la fase estacionaria y 
los componentes a separar se hacen pasar a través de la columna arrastrados por la fase 
móvil. Existe la cromatografía líquida si la fase estacionaria es sólida y la fase móvil es 
líquida y si la fase móvil es un gas da lugar a la cromatografía de gases. 
El GPC corresponde a cromatografía líquida y su principal aplicación es la separación de las 
moléculas en función de su tamaño con la finalidad de estudiar el peso molecular y 
distribución de los polímeros [62]. 
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El interior de la columna se comporta como un filtro o tamiz y las moléculas que pasan a 
través de él pueden ser: 
- Moléculas permeables: moléculas pequeñas que entran el interior del relleno poroso, 
pasan lentamente y quedan retenidas en el poro. 
- Moléculas fraccionables: moléculas intermedias que entran de manera parcial en el 
relleno poroso. 
- Moléculas excluidas: moléculas de medida superior al poro del relleno que no entran 
en el relleno y pasan rápidamente por él [63]. 
En la figura 16 se representa el paso de las moléculas por la fase estacionaria de la columna 
cromatográfica, las moléculas de tamaños más grandes dan lugar a los picos iniciales y los 
más pequeños se eluyen al final. 
 
Figura 16. Cromatograma de exclusión [64] 
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y espectrometría de masas 
Las técnicas cromatográficas además de por el tipo de fase utilizada, como se comenta en 
el apartado anterior, se pueden diferenciar por el tipo de método operativo utilizado:  
- Cromatografía en columna clásica  
- Cromatografía de superficie (cromatografía de capa fina y cromatografía sobre 
papel).  
- Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC, "high performance liquid 
chromatography"). Donde se utilizan bombas de alta presión para impulsar la fase 
móvil líquida a través de la fase estacionaria, la cual se encuentra en columnas 
relativamente cortas rellenas con partículas de pequeño tamaño. La resolución que 
se consigue con esta técnica es muy elevada [65]. 
La separación de los compuestos del antibiótico utilizado en el estudio ha sido realizada por 
HPLC. En esta técnica la muestra en soluciones inyectada en la fase móvil, los 
componentes de la solución interactúan químicamente con los compuestos de la columna, 
Estas interacciones químicas, determinan la separación de los contenidos en la muestra. 
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Compuestos con interacciones más fuertes con la fase móvil que con la fase estacionaria 
eluirán más rápidamente de la columna (tiempos de retención menores). 
En cuanto a la identificación, se debe seleccionar un sistema de detección que mida 
diferentes propiedades físico-químicas de las moléculas de estudio y se diferencian en la 
naturaleza de la detección  absorbancia, conductividad, fluorescencia, relación masa/carga, 
etc. 
En el presente estudio acoplado al HPLC se utiliza un espectrómetro de masas para la 
identificación de las moléculas del estudio. El equipo determina la estructura e identidad de 
compuestos orgánicos mediante la ionización y rotura de las moléculas en fragmentos de 
iones. El análisis proporciona masas de partes integrantes de la molécula con muy alta 
sensibilidad. 
Con el espectrómetro se obtiene un valor de m/ z que corresponde a la relación masa /carga 
de un ion atómico o molecular que se obtiene dividiendo la masa atómica o molecular de un 
ion por el número de cargas (z) que tiene el ion. Entonces se registra la corriente de iones 
en función del tiempo. El cromatograma de masas, representa una serie de picos, cada uno 
aparece a un tiempo que es característico de uno de los diversos componentes de la 
muestra. Generalmente, las áreas bajo los picos son directamente proporcionales a las 
concentraciones del componente y por tanto sirven como parámetro analítico. 
Espectroscopia de energía dispersada EDS 
Este tipo de técnicas de espectroscopia se utiliza para estudiar la composición química de 
muestras, también para obtener un mapeado de la superficie de la muestra, y así poder 
tener información de la composición de cada zona. Se trata de un detector acoplado al 
microscopio electrónico de barrido (SEM).  
La técnica consiste en hacer incidir un haz de electrones en la muestra de estudio 
provocando una excitación de los átomos que la componen, la excitación genera una 
variedad de emisiones, entre ellas rayos-X, que son característicos de cada elemento y son  
detectados por el  equipo [66]. 
3.11.2. Análisis  de la mojabilidad/ hidrofobicidad 
La hidrofobicidad es parámetro útil para correlacionarla con la interacción biológica. En el 
caso de recubrimientos sobre superficies sólidas como el sistema propuesto en este estudio, 
la mojabilidad es de gran importancia. 
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Ángulo de contacto 
El ángulo de contacto indica el comportamiento de un líquido sobre una superficie sólida, 
este comportamiento se ve influido por la energía superficial del sólido, la del líquido y la 
energía asociada a la interfase [67]. El ángulo de contacto se define como la tangente de la 
interfaz que forma una gota líquida en contacto con la superficie sólida según la ecuación de 
Young como se muestra en la figura 17, donde se representa la energía entre sólido-vapor 
(γSV), sólido-líquido (γSL) y líquido-vapor (γLV) [67]. 
  
Figura 17: Ángulo de contacto entre un líquido y una superficie sólida y ecuación de Young [67]. 
Los resultados de este ensayo proporcionan información sobre la unión entre el líquido y la 
superficie sólida,  ángulos de contacto mayores indican menor mojabilidad, lo que significa 
menor contacto, es decir, menor adhesión entre las dos fases y de lo contrario ángulos de 
contacto menores significan alta mojabilidad, es decir, mejor adhesión entre fases. En la 
figura 18 se muestran ejemplos de ángulos de contacto [68]. 
  
 
Figura 18: Ángulo de contacto con elevada mojabilidad (a), mojabilidad intermedia (b) y baja 
mojabilidad (c) [69]. 
3.11.3. Análisis de la morfología  y rugosidad 
Perfilometría 
El equipo es una herramienta para caracterizar la topografía de superficies. La perfilometría 
está basada en el empleo de una punta fina que entra en contacto con la superficie de la 
muestra y se mueve horizontalmente sobre ella como se muestra en la figura 19 (a). El 
movimiento vertical de la punta, que es una consecuencia de las irregularidades de la 
superficie de la muestra, se convierte en una señal eléctrica que es medida y registrada. De 
esta manera se obtienen perfiles de la superficie en cuestión. La media de las alturas de los 
picos y los valles medidos corresponden a Ra, es decir, es la media aritmética de los valores 
absolutos de las desviaciones del perfil, en los límites de la longitud básica (l) [70]. 
(a)                     (b)             (c) 
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Figura 19: Medida de la rugosidad con perfilómetro (a), representación de la medida registrada (b)  
Microscopía electrónica de barrido SEM y FESEM 
El microscopio de barrido electrónico proporciona imágenes de la superficie de una muestra 
con gran resolución y profundidad de campo con calidad tridimensional.  
Con la incidencia de un haz de electrones focalizado de alta energía, se derivan las señales 
de las interacciones con los electrones de la muestra y se revela información de su 
morfología externa, composición química, estructura cristalina y la orientación de los 
materiales que forman la muestra. 
En la Figura 20 se resume las formas de irradiación resultantes de la interacción del haz de 
electrones incidente. De todas esas formas, el SEM utiliza dos tipos: los electrones 
secundarios que proporcionan información acerca de la topografía de la superficie, como 
son de muy baja intensidad solo logran salir de la muestra los más superficiales. Y también 
utiliza los electrones retrodispersados que son sensibles a la composición de la muestra: A 
mayor numero atómico Z, mayor emisión de electrones retrodispersados. Por tanto, las 
áreas con elementos pesados aparecen brillantes en la imagen, Poseen mayor energía que 
los secundarios, por tanto proporcionan información de regiones más profundas de la 
muestra [71]. 
 
Figura 20. Interacción entre la muestra y el haz de electrones incidente [72]. 
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El FESEM es un microscopio como el SEM que ofrece una amplia variedad de información 
de la superficie de la muestra con una mayor resolución que el SEM. La base del 
funcionamiento de los dos tipos de microscopios es similar, la principal diferencia radica en 
la generación del sistema de electrones,  que el FESEM utiliza una fuente de electrones una 
que proporciona haces de electrones de alta y muy baja energía, esto ayuda a minimizar el 
efecto de la carga en las muestras no conductoras y evitar daños en muestras sensibles haz 
de electrones [73]. 
3.12. Caracterización biológica 
En el estudio, las muestras se caracterizan biológicamente teniendo en cuenta varios 
efectos sobre las bacterias y sobre las células involucradas en el desarrollo y crecimiento del 
hueso, en determinados ensayos in vitro. Se determina la inhibición bacteriana del fármaco 
difundido en agar, la citotoxicidad del sistema propuesto y la adhesión celular en la 
superficie de la muestra y su proliferación.  
Bacterias utilizadas en la caracterización 
Staphylococcus Aureus 
S. aureus es una bacteria anaerobia grampositiva que se encuentra ampliamente distribuida 
por todo el mundo, se estima que una de cada tres personas están colonizadas aunque no 
infectadas por ella [74]. 
Puede producir una amplia gama de enfermedades, infecciones cutáneas y de las mucosas 
relativamente benignas y enfermedades de riesgo vital, como la osteomielitis (infección 
ósea). La bacteria se encuentra en la piel del individuo sano pero si las defensas de la piel 
caen pueden causar enfermedades, los principales grupos de riesgo son los pacientes 
hospitalizados o inmunocomprometidos [75]. 
Las células son aproximadamente 1 µm de diámetro, por lo que 1000 células alineadas una 
junto a la otra cubrirían una distancia de sólo 1 mm. En la figura 21 se puede observar el 
tamaño de este tipo de bacterias. 
 
Figura 21. Imagen de S. Aureus 
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Las bacterias esféricas crecen en racimos de uvas distintivos, son resistentes y pueden 
crecer en un amplio rango de temperatura de 15º - 45ºC [76]. 
Escherichia Coli 
E. Coli es el principal organismo anaerobio facultativo del sistema digestivo, vive en los 
intestinos de la mayor parte de los mamíferos sanos, puede causar infecciones intestinales y 
extra intestinales generalmente graves.  
Es una bacteria muy pequeña, las células tienen tamaños de alrededor de 2,5 µm de largo y 
unas 0,8 µm de diámetro, además tiene orgánulos externos en forma de filamentos que le 
permiten adherirse a sustratos específicos y filamentos helicoidales que le permiten nadar, 
es decir desplazarse en el medio líquido, en la figura 22 se pueden ver cómo serían estos 
filamentos. Su temperatura óptima es de 37 ° C y pueden vivir con o sin oxígeno y sobrevivir 
hasta encontrar condiciones menos críticas. 
 
Figura 22. Representación de una bacteria E. Coli 
Estudio de biocompatibilidad 
El estudio de biocompatibilidad in vitro y se comprueba que el material no produzca muerte 
celular por toxicidad celular (citotoxicidad) y se comporte como soporte apto para la 
adhesión y proliferación de células. 
Para la realización de este estudio se utilizan células inmortalizadas llamadas SAOS P31-
Sarcoma Osteogenic, son células cancerígenas que no dejan de reproducirse para poder 
tener células de forma continua. P31 se refiere a que estas células se han dividido 31 veces 
de la célula original. 
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4. Objetivos 
El objetivo principal del estudio es conseguir un recubrimiento sobre una superficie de titanio 
mediante la técnica de DipCoating, de un biopolímero cargado con antibiótico capaz de 
degradarse en condiciones fisiológicas garantizando una liberación del fármaco controlada. 
Para alcanzar el objetivo principal se requiere: 
1. Optimizar el proceso de recubrimiento polimérico sobre Ti mediante la técnica 
de DipCoating.  
Estudiar la deposición de polímero en la superficie de titanio que recubra en mayor 
medida de manera total o parcial. 
o Evaluar el tratamiento superficial aplicado a la superficie de Ti  
o Seleccionar el polímero más adecuado para el proceso de DipCoating 
o Desarrollo del método óptimo para la incorporación del fármaco al 
recubrimiento 
o Determinar la velocidad de retirada en el proceso de DipCoating 
o Valorar el número de inmersiones en el proceso de DipCoating 
2. Optimizar la liberación controlada del principio activo. 
Estimar el perfil de liberación que administre de manera local el fármaco, con 
concentraciones efectivas (por encima de MIC) durante un tiempo prolongado sin 
sobrepasar los límites de toxicidad. 
o Analizar la liberación de diferentes concentraciones de gentamicina en el 
recubrimiento. 
o Comparar la liberación de distintos número de capas de recubrimiento sobre 
el Ti. 
o Seleccionar el polímero más apropiado al perfil de liberación buscado. 
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5. Material y métodos 
5.1. Preparación de las muestras 
5.1.1. Material 
Un recubrimiento polimérico cargado con antibiótico sobre una base de titanio es el sistema 
de liberación controlada propuesto para poder ser aplicado en implantes,  y los materiales 
principales utilizados en el estudio son los siguientes:  
Titanio 
El Ti utilizado como base para el recubrimiento es de grado 2 y en forma de discos con un 
diámetro de 10 mm y un grosor de aproximadamente 2 mm. 
PHA’s 
Se han estudiado tres PHA’s distintos: PHB a partir de la fermentación microbiana con 
Cupriavidus necátor y glicerol como fuente de carbono y adquirido por el Instituto de 
Biotecnología y Bioquímica Ingeniería (Graz University of Technology). También los 
copolímeros PHBV y PHB4HB. 
Gentamicina 
El antibiótico escogido para el sistema propuesto es la gentamicina, complejo de 
aminoglucósido producido por fermentación de Micromonospora purpurea o M. echinospora. 
Se utiliza como la sal sulfato. Hay tres componentes, cada uno compuesto de cinco 
nitrógenos básicos y cinco equivalentes de ácido sulfúrico por mol de base de gentamicina. 
(Sigma-Aldrich). 
5.1.2. Pulido 
El proceso de pulido se realiza con una pulidora automática BUEHLER Ecomet 4 (Figura 
23), a velocidad y presión bajas para evitar la deformación de los granos estructurales ya 
que el Ti es un metal muy blando. 
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Figura 23. Pulidora automática BUEHLER Ecomet 4 
Se inicia el pulido con unos paños de carburo de silicio (Buehler, EEUU), utilizando en 
primer lugar lija de P600 (25,8μm de tamaño de partícula) y después P1200 (15,3μm de 
tamaño de partícula) en las siguientes condiciones:  
- Velocidad del disco: 150 rpm 
- Tiempo: 2 min 
- Presión: 20 N 
- Misma dirección de giro del portamuestras 
La segunda parte del pulido se realiza con paños de terciopelo y una suspensión utilizando 
alúmina 0,05μm, a la solución se añade H2O2 (proporción 1:10) para mejorar las posibles 
distorsiones de los granos. 
5.1.3. Tratamiento superficial 
Activación por plasma 
La activación por plasma se ha realizado con un equipo de plasma de baja presión y baja 
temperatura con formación de plasma por radio frecuencia (13,56MHz) (Santadard Plasma 
System Femto, Diener, Alemania) (Figura 24), situado en el departamento de Ciencia de 
Materiales e Ingeniería Metalúrgica (CMEM) de la UPC. 
Durante la activación se realiza una limpieza superficial de las muestras y se forman 
especies reactivas en la superficie. 
Las muestras para ser activadas tienen que estar pulidas, limpias y secas y se colocan en el 
centro de la cámara del equipo en una placa de Petri. El proceso de activación consta de las 
siguientes etapas: 
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- Vacío inicial de la cámara hasta los 0,20 mbar. 
- Entrada de oxígeno durante 1 minuto a una presión de 0,50 mbar. 
- Tratamiento de plasma a una potencia de 100W durante 5 minutos. 
- Vuelta de la cámara a la presión atmosférica. 
 
Figura 24. Equipo de plasma. UPC 
Ataque con hidróxido de sodio 
El método para conseguir una capa de titanato de sodio parcialmente cristalina en la 
superficie de las muestras de titanio se consigue sumergiéndolas en una solución de 
hidróxido de sodio 5M en frascos de polipropileno cerrados e introduciéndolos en un horno a 
60ºC durante 24h. 
Completado el tratamiento, las muestras se limpian con agua Mili-Q durante 30 minutos dos 
veces y finalmente con acetona y etanol [78].  
5.1.4. Purificación y caracterización físico-química de los polímeros 
Los polímeros del estudio fueron purificados antes de su caracterización mediante una 
extracción con Soxlet durante 24 horas con cloroformo. Después de la eliminación de la 
mayor parte del cloroformo con un rotavapor, los polímeros se precipitan adicionando etanol 
frío. Seguidamente se filtra el precipitado para separarlo del líquido y se deja secar. El 
proceso se resume y representa en el diagrama de la figura 25. 
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Figura 25. Proceso de purificación de los polímeros. 
Caracterización de los polímeros. FTIR, HRMN y GPC 
Los PHA’S después de su purificación, fueron sometidos a una caracterización mediante 
distintas técnicas y así identificar su composición y estructura en el departamento de 
Ingeniería Química de ETSEIB.  
Se realiza el análisis de los grupos funcionales utilizando un Espectrófotómetro de Infrarrojo 
(Espectrofotometre Spectrum IR 1000) de la marca Perkin Elmer, se realizan 32 
exploraciones con una resolución de 4cm-1. 
 
 
Figura 26. FTIR del departament de EQ . ETSEIB 
Se determinan los espectros de Resonancia Magnética Nuclear del protón (H1RMN) a 25ºC 
con el equipo RMN AMX-300 Brunker, las muestras se disuelven en cloroformo y como 
referencia se utiliza una gota de tetrametilsalina (TMS), estándar interno para la calibración. 
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Para la Cromatografía de Permeación en el Gel (GPC) se utiliza una columna Waters 
Styragel HT. Las medidas se realizan con cloroformo como eluyente  a un caudal de 0,80 
mL/min con una presión de 35 bares y una concentración de las muestras de 1,5 mg/mL. 
5.2. Recubrimiento sobre el titanio 
5.2.1. Solución polimérica 
El recubrimiento sobre el titanio se consigue con una solución líquida de los diferentes 
polímeros estudiados. Los polímeros sólidos en forma de polvo, se disuelven en cloroformo 
con agitación y aumentando la temperatura. 
Para el estudio, las soluciones poliméricas se realizan a 40mg de polímero por mL de 
cloroformo, que corresponde a la máxima concentración común entre los PHA’s estudiados 
a la que se consigue llegar. En la Figura 27 se muestra el sistema utilizado para realizar las 
disoluciones. 
 
Figura 27. Disolución del polímero purificado 
5.2.2. Incorporación del fármaco 
El sistema propuesto de Polialcanoato/Gentamicina se ha llevado a cabo de dos maneras 
distintas, puesto que el antibiótico utilizado es muy soluble en agua y los polímeros 
estudiados solubles en disolventes orgánicos como el cloroformo, conseguir una solución 
líquida con los dos componentes disueltos resulta complicado.  
Método 1: Gentamicina en dispersión 
Se disuelve cada polímero en cloroformo a una concentración de 40mg/mL y se 
incorpora el sulfato de gentamicina que se encuentra en forma de pequeñas 
partículas, la cantidad de antibiótico dependerá del ensayo a realizar, 10 o 30 % de 
sulfato de gentamicina en peso, es decir, por cada 40mg de polímero, 4 o 12 mg de 
antibiótico. 
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Se  le aplica una fuerte agitación para evitar aglomeraciones. El resultado es una 
dispersión de las partículas del fármaco en el líquido polimérico. 
Método 2: Preparación de una Emulsión 
La emulsión contiene el polímero disuelto en cloroformo y la gentamicina disuelta en 
una solución acuosa con un surfactante y se prepara de la siguiente manera: 
1. Preparar 2% de PVA (Alcohol polivinílico) en agua, calentar y agitar para 
poder disolverlo. 
2. Añadir la cantidad específica de sulfato de gentamicina en 2 mL de la 
solución preparada de PVA y agitar fuertemente hasta disolverlo. 
3. Estos 2mL se adicionan a 10mL de la solución líquida de polímero, 
resultando dos fases totalmente separadas. 
4. Para poder mezclar las fases y obtener la emulsión se aplican 10W (2min 
20%) con el Sonicador, Bandelin Sonoplus del departamento de EQ de 
ETSEIB [102]. 
Se deben conservar las soluciones preparadas en frío y protegidas de la luz.  
El estudio compara el comportamiento de dos concentraciones distintas de sulfato de 
gentamicina en las soluciones poliméricas, un 10% y 30% en peso. 
5.2.3. DipCoating. 
El método utilizado para conseguir un recubrimiento sobre la superficie de titanio es 
“Dipcoating”, recubrimiento por inmersión. El equipo utilizado es de la marca KCV Nima 
instruments y se controla un software específico. En la figura 28 se representa el perfil del 
equipo de Dipcoating en el momento de inmersión de una muestra. 
El proceso consiste en colocar la muestra en las pinzas del equipo, que a velocidades y 
tiempos controlados, la sumerge en el compuesto líquido preparado anteriormente (apartado 
6.3.2), y la retira a una velocidad determinada.  
En el proceso los parámetros fijados son los siguientes: 
- Velocidad de inmersión: 10mm/min 
- Tiempo de inmersión: 20 seg 
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Figura 28. Equipo de Dipcoating 
Una de las variables, es la velocidad de retirada de la muestra sumergida. Esta velocidad 
puede afectar a la cantidad de polímero adherido a la superficie de titanio. En el estudio se 
utilizan las siguientes: 
- Velocidad de retirada: 5mm/min, 50mm/min y 70mm/min. 
Terminado el proceso, se deja secar la muestra para evaporar todo el cloroformo contenido. 
El compuesto polímero-fármaco queda adherido a la superficie de la muestra. El 
recubrimiento será mayor o menor en función de:  
1. El polímero utilizado. 
2. La velocidad de retirada.  
Para un mayor recubrimiento, se puede repetir el proceso tantas veces sean necesarias y 
conseguir con diferentes número de capas,  un recubrimiento total o un espesor 
determinado. En el proyecto se estudian las propiedades del recubrimiento conseguido con 
1 dipcoating, 3 dipcoating y 6 dipcoating. 
Tabla 3. Variables estudiadas en el proceso de DipCoating 
Variables a definir 
Polímero PHB PHBV PHB4HB 
Velocidad de retirada 5mm/min 50mm/min 70mm/min 
Nº Inmersiones 
(Dipcoating (DC) 
1DC 3DC 6DC 
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5.3. Caracterización del recubrimiento 
Para el desarrollo del recubrimiento con las características deseadas, en el presente 
proyecto se han llevado a cabo una serie de técnicas de caracterización. Se han 
caracterizado el recubrimiento polimérico y el recubrimiento polimérico cargado con 
antibiótico.  
5.3.1. Microscopía electrónica de barrido. SEM 
El microscopio electrónico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscope), permite hacer 
un estudio morfológico de las muestras y una determinación de la composición química del 
recubrimiento mediante la técnica EDS.  
El equipo utilizado es FE-SEM (JEOL JSM-7001F, Oxford Instruments, UK), con las 
muestras previamente recubiertas de Paladio-Platino entre 10 y 15 nm de espesor con vacío 
por medio de un BAL-TEC (SCD 005, Alemania), las observaciones se realizan con 
potencial de aceleración de 15KV y a diferentes aumentos. 
 
Figura 29. SEM. (CMEM) 
5.3.2. Ángulo de contacto 
La mojabilidad se ha estudiado determinando el ángulo de contacto con un equipo de 
generación de gotas y análisis Contact Angle System OCA15plus, Dataphysics, con el 
software SCA20 (Dataphysics). Para calcular el ángulo de contacto se ha empleado el 
ajuste del contorno de la gota que está basado en la ecuación de Young Laplace. 
El ensayo consiste en la medición del ángulo de contacto de una gota de H2O y CHCl3, 
sobre las distintas superficies a estudiar  y la medición también de una gota de diferentes 
soluciones poliméricas sobre las superficies a trabajar (Ti liso, Ti atacado con NaOH y Ti 
activado con Plasma). 
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Con ello se puede determinar qué superficies son más hidrofóbicas/ hidrofílicas que otras y 
qué polímero se adhiere mejor a las superficies comparando su mojabilidad, característica 
importante teniendo en cuenta el método utilizado para recubrir las muestras (DipCoating). 
Las condiciones del ensayo en las muestras ensayadas se resumen en la siguiente tabla: 
Tabla 3: Condiciones de ensayo de mojabilidad. 
 Sustancia de gotas a analizar 
 H2O 
Mili-Q 
CHCl3 Solución 20mg 
PHB/ml CHCl3 
Solución 20mg 
PHBV/ml CHCl3 
Solución 20mg 
PHB4HB/ml CHCl3 
Volumen de la 
gota 
1µL 1µL 3µL 3µL 3µL 
5.3.3. Perfilometría mecánica 
La caracterización topográfica de las muestras se lleva a cabo con el Perfilómetro mecánico, 
Veeco, modelo Dektak 150 del Centro de Investigación en Nanoingeniería (CRNE), con el 
que se pueden determinar cambios de altura de entre 6 y 100 Å. 
Con este equipo se estudian las distintas rugosidades de las muestras lisas de Ti, muestras 
con tratamientos superficiales y muestras recubiertas con los diferentes polímeros. 
 
Figura 30. Perfilómetro mecánico. (CRNE) 
Además de las rugosidades, se determinan los espesores conseguidos de los 
recubrimientos realizados. La técnica utilizada consiste en cubrir la mitad de los discos de Ti 
con cinta kapton antes de realizar los DipCoating, de manera que el recubrimiento 
polimérico solo se adhiera a la superficie del titanio sin cubrir con cinta y una vez terminados 
el número de DipCoating necesarios para el estudio, se retira la cinta. Las muestras quedan 
recubiertas solo en una mitad de la superficie y se puede medir el escalón producido, es 
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decir la diferencia de altura entre la parte sin recubrir y la parte recubierta. En la Figura 31 se 
puede observar una muestra cubierta con la cinta Kapton y cómo se vería su perfil después 
de realizar DipCoating y retirar la cinta para medir el espesor. 
 
Figura 31. Muestra preparada para medir el espesor en el perfilómetro, antes (foto de la izquierda) y 
después (dibujo de la derecha) de realizar los dipcoatings. 
5.3.4. Inhibición bacteriana  
Para determinar la susceptibilidad de las bacterias al sistema antibacteriano propuesto en el 
proyecto, se realiza un ensayo comúnmente utilizado in vitro de inhibición bacteriana 
[79][80]. Las bacterias utilizadas son Gram-positivas y Gram-negativas (Staphylococcus 
aureus y Escherichia coli, respectivamente). El caldo de cultivo empleado es el BHI (Brain 
Heart Infusion)  en el cual se inoculan los dos tipos de bacterias y se dejan incubar durante 
la noche, y para el ensayo se diluyen hasta alcanzar un valor de absorbancia de 0,2 a 
600nm lo que equivale a 108UFC (Unidades Formadoras de Colonias). 
Se inoculan 100 µL de las soluciones diluidas en placas de Petri con el medio BHI-Agar. En 
la superficie del medio se colocan las muestras de manera que queden en contacto la 
superficie a estudiar con el medio inoculado. 
 
Figura 32. Diagrama del ensayo in vitro de inhibición bacteriana. 
Las placas se incuban a 37ºC durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se observa el 
crecimiento de colonias bacterianas sobre la superficie del medio, alrededor de las muestras 
se debe observar cierto diámetro en el que no hay crecimiento, es decir, donde hay 
inhibición bacteriana. En la figura 32 se representa el proceso de este ensayo. 
Como controles se utilizan muestras de Ti con recubrimiento sin carga de fármaco y Ti sin 
recubrir. Se espera un halo de diferentes diámetros en función de la cantidad de antibiótico 
contenido en los recubrimientos lo cual depende de la concentración de gentamicina 
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utilizada y del número de capas del recubrimiento, es decir del número de inmersiones en el 
proceso de dipcoating. La siguiente tabla resume las muestras ensayadas: 
Tabla 4. Muestras ensayadas en la determinación de la inhibición bacteriana. Se indica el número de 
inmersiones en el DipCoating (DC) y el % de gentamicina (G). 
 Tipo de Bacteria 
 E. Coli S. Aureus 
PHB 
1 DC 10%G 1 DC 30%G 1 DC 10%G 1 DC 30%G 
3 DC 10%G 3 DC 30%G 3 DC 10%G 3 DC 30%G 
6 DC 10%G 6 DC 30%G 6 DC 10%G 6 DC 30%G 
PHBV 
1 DC 10%G 1 DC 30%G 1 DC 10%G 1 DC 30%G 
3 DC 10%G 3 DC 30%G 3 DC 10%G 3 DC 30%G 
6 DC 10%G 6 DC 30%G 6 DC 10%G 6 DC 30%G 
5.3.5. Citotoxicidad celular 
El sistema propuesto en el proyecto no tiene que resultar tóxico para las células humanas y 
por ello un ensayo importante del estudio es el de citotoxicidad celular. Estos ensayos se 
han realizado siguiendo la norma UNE_EN_ISO 10993 y los extractos y controles se han 
preparado siguiendo las recomendaciones establecidas por la norma UNE-EN-ISO 10993-
12.  
El procedimiento seguido se basa en la determinación de la actividad del enzima LDH 
(lactato deshidrogenasa).  
La enzima LDH es una enzima citoplasmática que se encuentra en todas la células y que se 
libera rápidamente cuando éstas se ven dañadas en la membrana plasmática. Es entonces 
cuando se cuantifica la actividad de la enzima y se puede correlacional con la cantidad de 
células dañadas.  
Para saber si el sistema propuesto es citotóxico, se ensayan las muestras que contienen 
más cantidad de antibiótico y polímero, ya que si en estos casos no resulta tóxico, el resto 
de muestras con inferior cantidad de estas sustancias, tampoco resultarían perjudiciales 
para las células. Las condiciones de las muestras son las siguientes:  
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Tabla 5. Muestras ensayadas en la determinación de citotoxicidad celular. Se indica el número de 
inmersiones en el DipCoating (DC) y el % de gentamicina (G). 
MUESTRA 
Recubrimiento PHB con 6DC y 30% de G 
Recubrimiento PHBV con 6DC y 30% de G 
Muestra control: Recubrimiento PHB con 6DC 
Muestra control: Recubrimiento PHBV con 6DC 
Muestra control: Sin recubrimiento ( Ti solo) 
El ensayo realizado consiste en el siguiente procedimiento: 
1. Poner en contacto el medio de cultivo con las muestras. 
El medio de cultivo se pone en contacto con las muestras a ensayar teniendo en cuenta 
la superficie de contacto con ellas, 1mL de medio por cada 3 cm2 de superficie expuesta, 
las muestras utilizadas tienen una superficie de 0,5 cm2 y se sumergen en 300µL de 
medio. Para que liberen todos los compuestos solubles en agua del recubrimiento, las 
muestras se incuban a 37ºC durante 48h. La composición del medio se expone en la 
siguiente tabla: 
Tabla 6. Composición del medio utilizado en el ensayo de citotoxicidad 
Componente Cantidad 
Antibiótico (penicilina y espreptomicina) 500 μl 
FBS (Fetal Bovine Serum) 5 ml 
L-glutamato 500 μl 
Piruvato de sodio 500 μl 
Tampón de HEPES (ácido 4-(2-hidroxietil)-1- 
piperazinaetansulfónico) 
 
1 ml 
Medio Mc Coy 5A 
Enrasar 
hasta 
50ml 
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2. Cultivo celular. 
Se realiza un cultivo celular sembrando células SAOS P31 Sarcoma Osteogenic, en una 
placa de cultivo introduciendo 10000 células/ 100µL de medio. Para preparar este 
cultivo, se cuentan las células que contiene una solución con una alta concentración ya 
preparada, el conteo se realiza en una cámara de Neubauer (se colocan 10 μl sobre de 
la cámara y se cuentan las células con un microscopio) dónde se observa una 
cuadrícula como la de la figura 33. Sabiendo el número de células que contiene esa 
solución se hacen las diluciones necesarias para conseguir la concentración a sembrar. 
El sembrado se incuba a 37ºC durante 24h. 
 
Figura 33. Cámara de Neubauer 
3. Poner en contacto el medio de las muestras con las células cultivadas. 
Para poner en contacto el medio de las muestras con las células cultivadas se preparan 
diluciones del medio 1:1, 1:2, 1:10, 1:100. Seguidamente se añaden 100µL de cada 
dilución sobre los pocillos de la placa donde se había llevado a cabo el cultivo celular. En 
el caso de que las muestras resulten citotóxicas, estas diluciones permiten determinar la 
mínima concentración a la que se presentan este efecto. Y se vuelven a incubar las 
células a 37ºC durante 24h. 
4. Lisar las células. 
Después de las 24h de incubación, las muestras en contacto con el medio de las 
muestras se les añaden 100 μl de M-PER (Mammalian Protein Extraction Reagent). Este 
reactivo rompe la membrana celular liberando todo su contenido al medio. 
5. Cuantificar la actividad enzimática 
Lisadas las células, se libera en el cultivo la enzima citoplasmática y mediante el de 
Detección de Citotoxicidad (Roche, Alemania), se puede medir fácilmente la actividad 
del LDH. 
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La reacción que permite la cuantificación de la actividad de la enzima es la oxidación de 
lactato a piruvato, que esta catalizada por el enzima LDH. El NAD+ es reducido a NADH 
mediante esta oxidación, se transfieren protones a la sal de tetrazolium, la cual es de 
color amarillo pálido y posteriormente ésta se reduce a una sal de formazan cambiando 
la coloración a rojo. 
Para preparar la solución de tinción, se añaden 5,74mL de una solución de tetrazolium a 
127,5µL de catalizador. Se introducen 100µL de esta solución a cada uno de los poco 
con las células lisadas y se deja reaccionar durante 10 min, pada detener la reacción se 
añade una solución ya preparada del kit utilizado que contiene ácido clorhídrico.  
La coloración es medida en spectrofotómetro UV-visible a una longitud de onda de 440 
nm y se relaciona con la concentración de LDH presente. La coloración roja generada 
durante el ensayo es directamente proporcional al número de células muertas. 
El porcentaje de supervivencia celular se calcula con la siguiente ecuación: 
%𝑆𝑢𝑝𝑒𝑟𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 =
 𝐴𝑏𝑠 𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
(𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)
× 100 
5.3.6. Adhesión Celular 
De una manera muy similar al ensayo de citotoxicidad, se realiza el ensayo de adhesión de 
células, donde la preparación del medio de cultivo y el cultivo celular se llevan a cabo de la 
misma forma que el ensayo anterior tal y como se indica en los puntos 1 y 2 de dicho 
proceso. 
Una vez procedidos estos primeros pasos, se ponen en contacto el medio y las células 
sembradas con las muestras a ensayar. El tiempo de contacto dependerá de lo que se 
quiera determinar, 4h para determinar adhesión celular. 
Las muestras corresponden a una combinación de concentraciones de gentamicina en cada 
inmersión en el proceso de DipCoating, es decir, en una primera capa 10% de gentamicina, 
en la siguiente 30%, en la siguiente 10%, y así hasta completar el número de inmersiones 
deseado. 
Transcurrido el tiempo necesario en cada determinación se lisan las células igual que en el 
ensayo anterior como se indica en el punto 4. Se retira el medio lisado de cada muestra y 
los controles, pasándolo a los pocillos de otra placa que se conservará en el congelador 
hasta proceder al conteo celular. Este conteo celular, corresponde a la cuantificación 
enzimática que se realiza de la misma manera que en el ensayo de citotoxicidad (punto 5 
del apartado anterior). 
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5.4. Liberación del fármaco. Drug delivery 
La liberación in vitro del fármaco contenido en el recubrimiento polimérico se realiza 
mediante un ensayo que simula el contacto con suero fisiológico. Consiste en sumergir cada 
muestra en una cantidad conocida del tampón PBS y mantenerlas a 37ºC y agitación. A 
tiempos determinados se extrae una alícuota del PBS en contacto con la muestra, el cual 
contendrá sulfato de gentamicina liberado, y se añade en cada toma de muestra, la cantidad 
de alícuota extraída de PBS nuevo, para tener siempre la misma cantidad de solución salina 
en contacto con la muestra. 
 
Figura 34. Representación del ensayo de liberación. 
Las muestras extraídas se pueden conservar en nevera si su posterior análisis es a corto 
plazo, pero preferiblemente se congelan para evitar su degradación si se prevé la posterior 
cuantificación de la gentamicina en un período de tiempo más largo. 
5.4.1. Cuantificación de Sulfato de Gentamicina. Espectofotómetro UV-VIS. 
Cromatografía HPLC_MS 
Para poder cuantificar el sulfato de gentamicina de las muestras extraídas en el ensayo de 
liberación se han utilizado dos métodos: 
Método de espectroscopía UV-VIS,  
Se utiliza o-ftaldialdehído como reactivo derivatizante. Se siguió el procedimiento propuesto 
por Sampath para el análisis del sulfato de gentamicina [82], con una pequeña modificación 
introducida por Zhang [81]. 
Se hace reaccionar la muestra con el reactivo o-ftaldialdehido el cual proporciona cierto 
color para poderlo medir en el espectofotómetro, ya que el sulfato de gentamicina por sí solo 
no es detectable ni con luz visible ni ultravioleta. 
El reactivo o-ftaldialdehido se obtiene adicionando 2,5 g de o-ftaldialdehido, 62,5 ml de 
metanol y 3 ml de 2-mercaptoetanol a 560 ml de una solución acuosa de borato sódico 
0,04M. El reactivo se conserva protegido de la luz y en nevera 24 horas antes de ser 
utilizado, y solo puede ser utilizado durante los 3 siguientes días de su realización. 
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A las soluciones extraídas del ensayo de liberación se les adicionan isopropanol (para evitar 
la precipitación de los productos formados) y el reactivo de o-ftaldialdehido en proporción 
1:1:1. Se deja reaccionar la mezcla durante 30 minutos a temperatura ambiente. El o-
ftaldialdehido reacciona con los grupos amino del sulfato de gentamicina y se obtienen 
productos cromóforos cuyas absorbancias se miden a 332 nm en un espesctrómetro 
ultraviolado visible infrarrojo Shimadzu modelo 3600 equipado con un software "UV-Probe" 
para realizar análisis fotométricos del CRNE. 
 
 
Figura 35. Espesctrómetro UV-VIS-IR Shimadzu.(CRNE) 
 
Método cromatográfico. HPLC-MSMS 
 
Este método se ha llevado a cabo en el Parc Científic de Barcelona en el laboratorio de 
Técnicas de separación. El protocolo seguido está basado en el estudio realizado por  
Oertel, R., Neumeister, V., & Kirch, W. (2004) [83]. 
Las condiciones del procedimiento son: 
- Columna: Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6x150x5µm ) 
- Cromatografo: HPLC-MS Varian 500 ITMS 
- Detector: IT Mass Spectrometer ( Varian 500 MS) 
- Flujo: 0.4 ml/min 
- Presión: ± 800psi 
- Injección: 10 µl 
- Efluente:  Fase mobil A : MeCN : 2mM NH4AcO: HFor ( 5:95:0.2) 
                     Fase mobil B: MeCN : 2mM NH4AcO: HFor (95:5:0.2) 
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- Tiempo de cromatograma: 14 min 
- Tiempo de retención: ±2.9 min 
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6. Resultados y discusión 
6.1. Caracterización de los PHA’s 
Los tres polímeros después de ser purificados mediante la extracción con cloroformo fueron 
caracterizados para determinar su estructura y composición química y su masa molecular y 
polidispersidad, con los métodos de FTIR, H1MNR y GPC. 
Espectrofotómetría de Infrarrojo (FTIR) 
Los espectros de transmisión de los PHA’s purificados muestran una banda intensa a unos  
1730cm-1 (A), que corresponde al grupo carbonilo, cerca de los 2970 y 2930 cm-1 (B) se 
encuentran los picos característicos de los grupos metil y metileno mientras que la banda de 
entre 1270-1050 cm-1 (C) corresponden a los grupos ésteres. Con estos resultados se 
confirma la correcta síntesis de los tres polímeros. Se muestran las determinaciones 
realizadas, el espectro de FTIR del PHB (Figura 35), el del PHBV (Figura 36) y del PHB4HB 
(Figura 37). 
 
Figura 35. Espectro de FTIR de PHB 
 
A     B                 C 
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Figura 36. Espectro de FTIR de PHBV 
 
Figura 37. Espectro de FTIR de PHB4HB 
Resonancia Magnética Nuclear del protón (H1RMN) 
Se determinan los espectros de Resonancia Magnética Nuclear del protón (H1RMN) de los 
tres polímeros y se muestran en las siguientes figuras los espectros resultantes con los 
picos característicos de los enlaces para cada uno de los polímeros. Donde se demuestran 
los picos principales de los grupos metilos a 1,25ppm (pico 3), los grupos metilenos a 2,45 y 
2,6 ppm (pico 2) y el grupo metino a 5,25 ppm (pico 1). Se confirma así la estructura de cada 
PHA estudiado y se determina  el % de copolímero (HV y 4HB), siendo un 21,17 % de HV 
en el PHBV y un 9,8 % de 4HB en el PHB4HB. 
Se representan los espectros señalando la correspondencia de cada pico con la resonancia 
del núcleo de H de las moléculas. 
 
 
A      B            C 
A             B         C 
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a) 
 
 
b) 
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c)
 
Figura 38. Espectros de H
1
RMN de PHB (a), PHBV (b) y PHB4HB (c). 
Cromatografía de Permeación en el Gel (GPC) 
Los pesos moleculares resultantes de la caracterización realizada con GPC se resumen en 
la siguiente tabla, donde se expresan las masas moleculares de los tres polímeros 
estudiados y la polidispersidad entre los pesos de las cadenas que contienen, que en el 
caso de los tres PHA’s resulta una PDI elevada ya que al ser sintetizados biológicamente 
existe una gran variedad de tamaños en las cadenas moleculares. En cuanto a la diferencia 
entre polímeros, se destaca el peso molecular del PHB4HB que es mucho mayor que el 
PHB y el PHBV, lo que significa que las cadenas moleculares que lo componen son de 
longitudes mayores que las de los otros dos polímeros. 
Tabla 7. Pesos moleculares másicos e índice de polidispersidad de los polímeros estudiados 
Polímero Mw ( kDa) PDI 
PHB 240.000 8,00 
PHBV 270.000 3,38 
PHB4HB 1.315.000 7,90 
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6.2. Optimización del proceso de recubrimiento 
El proceso de DipCoating pretende conseguir  una película fina que recubra la superficie de 
las muestras de titanio, para ello, en el estudio se han evaluado una serie de variables con 
distintas técnicas y así poder determinar los tratamientos, materiales y condiciones que más 
se adecuan a los objetivos marcados. 
6.2.1. Caracterización de las superficies de titanio tratadas 
Teniendo en cuenta que la técnica elegida en este estudio para depositar el recubrimiento 
es el DipCoating, en el que el polímero se encuentra disuelto en cloroformo, dos parámetros 
importantes a tener en cuenta y que van a determinar una óptima deposición del polímero 
son el grado de mojabilidad de la disolución del polímero sobre la superficie de titanio y la 
rugosidad superficial del sustrato. 
La utilización de tratamientos superficiales sobre el titanio permite modificar la superficie a la 
que se debe adherir el polímero, de manera que se consiga una por una parte facilitar la 
deposición homogénea del polímero mejorando la mojabilidad y por otra parte mejorar la 
adherencia, como consecuencia de un aumento de la rugosidad superficial y por activación 
de la superficie. 
Para determinar las propiedades de mojabilidad de las superficies activadas mediante 
plasma de oxígeno y ataque químico se ha determinado mediante el método de la gota 
sésil. Como líquido polar se ha utilizado agua destilada MilliQ. 
Finalmente para estudiar la mojabilidad de los polímeros propuestos sobre las superficies 
activadas también se ha utilizado el método de la gota sésil. En este caso se ha medido el 
ángulo de la tangente entre el perfil de la gota de cada polímero (PHA)  y la superficie del 
titanio activado. Para este caso, valores de ángulos pequeños indicaran que el polímero 
recubre con mayor facilidad el titanio.   
En la Figura 39 se presentan los ángulos de contacto obtenidos con agua sobre las 
superficies de titanio tratadas y sin tratar.  
Pág. 58  Memoria 
 
 
Figura 39. Ángulo de contacto del agua sobre la superficie de titanio tratada y sin tratar. 
Los resultados del ángulo de contacto de las muestras activadas con plasma de oxigeno e 
hidróxido de sodio  muestran claramente un descenso de los valores de los ángulos 
indicando un aumento de la hidrofilidad.  Como se muestra en la Figura 39, el ángulo baja 
de un valor inicial de unos 65º (titanio control) a valores por debajo 5º. Estos resultados 
están en plena concordancia con otros trabajos. El aumento de hidrofilidad está asociado 
tanto a la eliminación de contaminantes presentes en la superficie del titanio como a la 
formación de grupos hidroxilos en superficie [105][106].  
A priori se piensa que la activación de la superficie de titanio puede favorecer la unión 
polímero-titanio tanto mediante interacciones electrostáticas como por posibles enlaces 
entre los grupos hidroxilos y carbonilos del polímero. 
Si se tiene en cuenta la mojabilidad de los polímeros propuestos sobre las superficies 
activadas, se observa claramente que el tratamiento con plasma de oxígeno no favorece el 
recubrimiento de los polímeros estudiados. Por el contrario el tratamiento de las superficies 
con hidróxido sódico, sí que favorece el recubrimiento, hecho que queda de manifiesto por el 
descenso del ángulo (Figura 40). Comparando ambos tratamientos de activación, parece 
que el aumento de la superficie específica producido por el ataque químico es el factor 
predominante para producir un mejor recubrimiento por parte de los polímeros. 
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.  
 Figura 40. Ángulo de contacto de PHB, PHBV y PHB4HB sobre superficie de Ti liso, Ti activado con 
plasma y Ti atacado con NaOH. 
 
En la tabla 8 se muestran las rugosidades de las superficies de Ti liso sin tratar, Ti activado 
con plasma y Ti atacado con NaOH medidas con la técnica de perfilometría 
Tabla 8. Rugosidades (Ra) de Ti liso, Ti activado con Plasma y Ti atacado con NaOH. 
 
 
Al aumentar la rugosidad, existe un incremento de la superficie específica  y por tanto habrá 
que esperar una mejora de la adherencia entre el sustrato y el recubrimiento. 
En la Figura 41 se puede observar la diferencia de la morfología entre las superficies de 
titanio tratadas con las dos técnicas utilizadas. 
 
 
Figura 41. Imágenes de SEM  de la superficie de Ti: a) activado con plasma y b) atacado con NaOH. 
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Por tanto,  se considera mejor  tratamiento superficial para el sistema propuesto en el 
estudio, el ataque con NaOH, por aumentar tanto la mojabilidad de los polímeros 
como la rugosidad de la superficie tratada. 
Todo el estudio realizado en este proyecto se ha llevado a cabo con muestras de titanio 
tratadas con NaOH. 
6.2.2. Selección de los polímeros a estudiar 
A partir del análisis de los ángulos de contacto de los tres polímeros estudiados sobre el 
sustrato de titanio se pretende determinar qué polímero se adecua más a las condiciones 
del proceso para recubrir las muestras. 
Si se comparan los resultados de los ángulos de contacto (Figura  40), se observa un 
aumento considerable de los ángulos para la solución polimérica de PHB4HB; este hecho 
significa que dicho polímero moja la superficie de Ti en menor medida, lo que no resulta 
adecuado para el proceso utilizado para recubrir las muestras.  
Las diferencias entre los otros dos polímeros, PHB y PHBV no resultan tan elevadas, por 
ello, se considera adecuado seguir el estudio con estos dos polímeros y descartar el 
PHB4HB. 
Una posible causa  de la disminución de la mojabilidad del PHB4HB en relación a los otros 
dos polímeros, puede ser el hecho de que se trate de un PHA con mayor peso molecular 
(Tabla 7). 
Como se comenta en el apartado anterior, la mojabilidad está relacionada con las 
interacciones entre las moléculas de las sustancias líquidas y la superficie de las muestras. 
Los polímeros pueden interaccionar con los –OH del Ti mediante puentes de hidrógeno con 
las terminaciones de las cadenas moleculares, por ello, cadenas poliméricas más cortas 
hacen que aumente el número de cadenas, por lo tanto, el número de terminaciones 
moleculares, y así incrementar las interacciones. 
6.2.3. Determinación del método de incorporación del principio activo al 
recubrimiento polimérico. 
Se ha de añadir el principio activo en la solución líquida de cada polímero para que quede 
incorporada en el recubrimiento cuando se proceda a cubrir las muestras de Ti con la 
técnica de DipCoating. En este estudio se ha elegido como principio activo  el sulfato de 
gentamicina, que se caracteriza por ser muy soluble en agua pero no en disolventes 
orgánicos como el cloroformo. En este trabajo se prueban dos métodos diferentes para 
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incorporar el fármaco en el sistema. En ambos casos se realizan los primeros ensayos con 
un 10% de sulfato de gentamicina en peso. 
Previamente se caracterizó la forma en la que se encuentra el sulfato de gentamicina, que 
es en forma de pequeñas partículas. La Figura 42 muestra la distribución de tamaño de 
partículas, siendo el tamaño medio de partícula de 45,70 ± 23,24 µm. 
 
Figura 42. Distribución de tamaños de partícula de sulfato de gentamicina. 
La forma de estas partículas es esférica como se puede ver en la imagen obtenida mediante 
SEM (Figura 43). 
 
Figura 43. Imagen de SEM de partículas de Sulfato de gentamicina. 
Con el objetivo de conocer cuál es el procedimiento óptimo para incorporar las partículas de 
gentamicina en el recubrimiento, se han probado dos métodos: 1) dispersión de las 
partículas de gentamicina en el polímero en disolución y 2) preparación de una emulsión. 
En cualquier caso, la finalidad es conseguir un recubrimiento polimérico con una dispersión 
homogénea de partículas de antibiótico y con suficiente estabilidad, entendiendo por 
estabilidad la perfecta incorporación de éstas en el recubrimiento. 
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Método 1: Gentamicina en dispersión 
En la Figura 43 se muestran imágenes obtenidas mediante SEM de recubrimientos PHB Y 
PHBV cargados con partículas de gentamicina obtenidos con el método de incorporación del 
agente activo por dispersión (apartado 5.3.2) 
 
Figura 44. Imágenes de SEM de recubrimiento sobre Ti atacado con NaOH de PHB (a) y PHBV (b) 
con sulfato de gentamicina incorporada con el método 1. 
En estas imágenes se puede observar que las partículas de antibiótico no quedan 
perfectamente incorporadas en el recubrimiento polimérico ya que el tamaño de éstas es 
notablemente superior al grosor de dicho recubrimiento. Con este método tampoco se 
obtiene una dispersión homogénea del principio activo. En la Figura 45 se aprecia la 
presencia de aglomerados de partículas en zonas localizadas del recubrimiento. 
 
 
Figura 45. Imágenes de SEM de recubrimientos de PHB con sulfato de gentamicina dispersa, a 100x 
(a), 500x (b) en el caso de (c) la imagen es de perfil. 
Para verificar la estabilidad de las partículas de gentamicina en el recubrimiento, las 
muestras recubiertas con el fármaco incorporado mediante este método se sometieron a 
una agitación con ultrasonidos y se volvieron a observar con el SEM.  
En la Figura 46 se puede ver que después de la agitación las muestras quedaron con 
polímero adherido pero no se observaron las esferas de gentamicina, en su lugar se podían 
ver los huecos que éstas habían dejado. Es decir, las esferas del fármaco que se habían 
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depositado junto al polímero en la superficie de titanio, después de agitar las muestras, no 
se mantienen adheridas, lo que significa que con este método no se conseguiría un sistema 
de liberación controlado por la degradación del polímero. 
 
Figura 46. Imágenes de SEM a 100 x del recubrimiento de PHB con gentamicina dispersa después 
de una agitación con ultrasonidos. 
Método 2: Preparación de una Emulsión 
Después de lo observado en los recubrimientos conseguidos con soluciones poliméricas 
incorporando el fármaco con el método 1, se buscó una manera de disminuir el tamaño de 
las partículas de sulfato de gentamicina para mejorar su estabilidad en el sistema. 
Con el método 2, se disuelven las partículas de gentamicina en una solución acuosa y se 
mezcla con la fase que contiene el polímero tal y como se describe en el apartado 5.3.2.. 
Después de realizar DipCoating con las emulsiones preparadas con este método, se 
observan las superficies de las muestras recubiertas en el microscopio electrónico como en 
el método anterior. 
 
 
Figura 47. Imágenes de SEM de recubrimientos obtenidos mediante el método 2. Recubrimiento de 
PHB y gentamicina a 1000 x. (b) Recubrimiento de PHBV y gentamicina a 1000x 
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En estas imágenes se puede ver con claridad que: 
- No se distinguen las partículas de sulfato de gentamicina en el recubrimiento, pero un 
análisis  EDS de las superficies recubiertas pone de manifiesto la presencia del 
fármaco (Figura 48) El hecho de que aparezcan en los dos casos los picos que 
corresponden al azufre indica la presencia del sulfato de gentamicina incorporado en el 
sistema, lo que significa que con este método se consigue disminuir el tamaño de las 
partículas de gentamicina, puesto que no se observan las esferas que se vieron en las 
imágenes del método anterior.  
Según la bibliografía consultada para el estudio, con el método seguido para realizar la 
emulsión, las gotas de fase acuosa son de unos 140 ± 40 nm, por lo tanto como el sulfato de 
gentamicina se encuentra disuelto en esas gotas acuosas dentro de la emulsión con el 
polímero, quiere decir que como mínimo se consigue disminuir el tamaño de las partículas a 
140 ± 40 nm [102]. 
    
Figura 48. Espectros EDS de los recubrimientos conseguidos con las emulsiones de PHB (a) y PHBV 
(b). Se señala con una flecha los picos correspondientes al azufre. 
Por lo tanto, se puede afirmar que con el método 2 de incorporación del fármaco se logran 
recubrimientos cargados de principio activo en el caso de los dos polímeros, sin partículas 
de grandes tamaños y aglomeraciones que puedan dar lugar a perfiles de liberación 
indeseados. 
A partir de aquí, todo el estudio se realiza con recubrimientos conseguidos con la 
solución polimérica cargada de fármaco mediante el método 2. Cuando se mencione 
los recubrimientos, se sobreentenderá que son recubrimientos a partir de una emulsión que 
resulta una deposición de polímero en la superficie de titanio después de realizar DipCoating 
con el fármaco incorporado. 
6.2.4. Estudio de las condiciones del proceso de DipCoating 
Como se explica en el apartado 6.3.3 son muchas las variables que intervienen en la 
deposición del recubrimiento mediante  el método de DipCoating. Las variables analizadas 
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en este trabajo son la velocidad a la que se retira la muestra de la  emulsión y el número de 
inmersiones necesarias para obtener un recubrimiento total de la superficie de titanio. 
Efecto de la velocidad de retirada 
De igual manera que en la determinación del método de incorporación del fármaco, la 
velocidad de retirada en el proceso de recubrimiento se evalúa, realizando DipCoating a 
distintas velocidades: 5, 50 y 70mm/min.  En la Figura 48 se muestran los recubrimientos 
obtenidos en cada caso.   
En la Figura 49 se observa que hay muchas más zonas donde el Ti está sin recubrir a una 
velocidad de 5 mm/min. Entre 50 y 70 mm/min no hay diferencias apreciables. 
  
 
Figura 49. Imágenes SEM de recubrimientos con PHB obtenidos a diferentes velocidades de retirada: 
a) 5mm/min, b) 50mm/min y c) 70 m/min  
Para poder afirmarlo con mayor seguridad se muestran las imágenes de BSE (electrones 
retrodispersados) (Figura 50) donde las zonas más claras corresponden a materiales 
conductores, en este caso el Ti y las zonas oscuras corresponden al polímero depositado. 
 
Figura 50. Imágenes de BSE de recubrimientos de PHB obtenidos a una velocidad de retirada de: a) 
5mm/min, b) 50mm/min  y c) 70 m/min   
En estas imágenes se observa que en el caso de las muestras recubiertas a una velocidad 
de retirada en el proceso de DipCoating a 50 y 70mm/min resultan muchas más zonas 
oscuras correspondientes al material polimérico adherido a la superficie. 
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De igual manera, en la Figura 51 se muestran las imágenes resultantes del mismo proceso 
a distintas velocidades pero con PHBV. 
 
Figura 51. Imágenes SEM de recubrimientos con PHBV obtenidos a diferentes velocidades de 
retirada: a) 5mm/min, b) 50mm/min y c) 70 m/min   
Como en el caso del PHB, los recubrimientos con PHBV también resultan con mayor 
deposición de polímero con las velocidades de retirada de 50 y 70mm/min. Por tanto, se 
procede a continuar el estudio fijando la velocidad de retirada de la muestra 
sumergida en la solución polimérica en el proceso de DipCoating a 70 mm/min. 
Número de inmersiones 
Hasta el momento, todas las imágenes de SEM mostradas corresponden al resultado de 
recubrir las muestras en el proceso de DipCoating con solo una inmersión. En todas se 
observan zonas de titanio sin recubrir, dejando ver la típica forma de red del titanato formado 
por el tratamiento superficial. 
Con el objetivo de conseguir un recubrimiento total la superficie de Ti, se estudia el número 
de DipCoating necesarios para lograr recubrimiento total, 
Como en las evaluaciones anteriores donde las muestras recubiertas se observaban en el 
SEM, en este caso se observaron los distintos recubrimientos conseguidos al realizar 1 
DipCoating, 3 DipCoating y 6 DipCoating. 
En  la Figura 52 se muestran los recubrimientos de PHB. La imagen (a) y (b) son las 
superficies con recubrimientos con un único DipCoating, a 100 y 1000 x respectivamente. La 
imagen (c) y (d) son las superficies con recubrimientos con tres DipCoating, a 100 y 1000 x 
respectivamente. La imagen (e) y (f) son las superficies con recubrimientos con seis 
DipCoating, a 100 y 1000 x respectivamente.  
En el recubrimiento conseguido con seis DipCoating se observa recubrimiento total a 
diferencia de las otras imágenes donde sí que se pueden ver zonas sin recubrir en el caso 
de 1 y 3 inmersiones. El recubrimiento no es homogéneo, pero recubre totalmente el titanio. 
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Si se observa con mayor detalle, los valles también están recubiertos de polímero (Figura 
52(f), figura 53(f)).    
Por ello, se puede afirmar que tanto para el PHB como para el PHBV hacen falta hasta 
seis inmersiones en el proceso de DipCoating para conseguir un recubrimiento total 
de la superficie de titanio. 
 
Figura 52. Imágenes de SEM de recubrimientos de PHB con 1 DipCoating (a y b), 3 DipCoating (c y 
d) y 6 DipCoating (e y f) 
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A continuación, en la figura 53 se muestran, los recubrimientos de PHBV. La imagen (a) y 
(b) muestran los recubrimientos con un solo DipCoating, a 100x y 1000x  respectivamente. 
La imagen (c) y (d) son las superficies con recubrimientos con tres DipCoating, a 100x y 
1000x respectivamente. La imagen (e) y (f) son las superficies con recubrimientos con seis 
DipCoating, a 100x y 1000x respectivamente.  
 
Figura 53. Imágenes de SEM de recubrimientos de PHBV con 1 DipCoating (a y b), 3 DipCoating (c y 
d) y 6 DipCoating (e y f).  
En el recubrimiento conseguido con seis DipCoating, de igual manera que en el caso de 
recubrimientos de PHB, no se observan zonas sin recubrir donde quede al descubierto el Ti 
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a diferencia de las otras imágenes donde sí que se pueden ver zonas sin recubrir en el caso 
de 1 y 3 inmersiones. Por ello, se puede afirmar que hacen falta hasta seis inmersiones 
en el proceso de DipCoating para conseguir un recubrimiento total de la superficie de 
titanio. 
En las imágenes de los recubrimientos conseguidos con los dos polímeros, PHB y PHBV 
realizando seis inmersiones (Figura 52 (f) y Figura 53 (f)) se puede ver como las distintas 
capas conseguidas en cada inmersión se superponen formando cierta porosidad en el 
recubrimiento. 
6.3. Caracterización del recubrimiento 
Después de optimizar el proceso de DipCoating, se realiza una caracterización de los 
recubrimientos conseguidos. 
6.3.1. Espesor 
Se ha utilizado la técnica de perfilometría para determinar  los espesores conseguidos en los 
recubrimientos realizados con los dos polímeros PHB Y PHBV con la gentamicina 
incorporada a 10 y 30 % de sulfato de gentamicina en peso y un total de 6 DipCoating. 
 
Figura 54. Espesores de los recubrimientos de PHB y PHBV a 10% de gentamicina de 
recubrimientos con 1, 3 y 6 DipCoating. 
Se consiguen recubrimientos más gruesos con PHB que con PHBV realizando 3 DipCoating 
y en el caso de 6 DipCoating las muestras con PHBV resultan espesores mayores. 
Consiguiendo un recubrimiento total de la superficie, los recubrimientos tienen unos 
espesores de 85,18 µm con PHB y 94,52 µm en el caso del PHBV. 
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6.3.2. Rugosidad 
La rugosidad de las muestras se determina también mediante la técnica de perfilometría y 
los resultados se exponen en el gráfico de la Figura 55. 
 
Figura 55. Rugosidades de los recubrimientos de PHB y PHBV a 10% de gentamicina de 
recubrimientos con 1, 3 y 6 DipCoating. 
Se comparan las rugosidades de los recubrimientos realizados a 1,3 y 6 DipCoating para los 
dos polímeros. Las muestras con recubrimientos de PHBV resultan con rugosidades 
mayores que con PHB para 1 y 6 DipCoating.  
La tendencia de las muestras recubiertas con PHBV es a aumentar la rugosidad con el 
número de inmersiones en el proceso de DipCoating, a diferencia de las muestras 
recubiertas con PHB en las que se observa un aumento de la rugosidad de 1 a 3 
DipCoating, pero al conseguir un recubrimiento total de la superficie de Ti con 6 inmersiones 
la rugosidad disminuye. 
Evidentemente las características físico-químicas de la superficie tienen una gran influencia  
sobre la osteointegración en implantes (rugosidad, distribución de cargas superficiales, 
naturaleza química, mojabilidad, etc). 
La rugosidad superficial ha sido identificada como un parámetro muy importante y decisivo 
que está relacionado con la capacidad de anclaje del tejido óseo sobre el implante [107]. Por 
este motivo, independientemente de su naturaleza química, se ha creído necesario evaluar 
la rugosidad final de estos recubrimientos. En la literatura no existe un consenso claro sobre 
la rugosidad óptima. Por ejemplo,  HJ et al, en 2003 [108] propuso que para que haya una 
buena adherencia implante-hueso la rugosidad óptima variaba entre 3.62 and 3.90 μm. C. 
Aparicio et al, 2011 demostró que los valores de rugosidad obtenidos por granallado de Ra ≈ 
1,87 
8,42 
6,46 
2,57 
4,38 
12,38 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
1DipCoating 3DipCoating 6DipCoating
R
u
go
si
d
ad
 R
a 
(µ
m
) 
PHB PHBV
Desarrollo de recubrimientos de Polihidroxialcanoatos sobre titanio con propiedades antibacterianas para aplicaciones 
biomédicas  Pág. 71 
 
4,5 micras favorecía la osteointegración [109]. Por el contrario, existe otro trabajo [110] que 
demuestra que para una rugosidad media de 0.53 µm se obtiene la mejor interfaz hueso-
implante en términos de propiedades mecánicas. 
6.3.3. Inhibición bacteriana 
Con el fin de conocer el comportamiento antibacteriano de los recubrimientos se han 
realizado ensayos de inhibición bacteriana según procedimiento descrito en el apartado 
5.4.4. 
 
 
Figura 56. Representación gráfica de los halos de inhibición para muestras con recubrimientos de 
PHB a) y PHBV b) 
Con los resultados de este ensayo se puede afirmar que todos los  recubrimientos muestran 
halo de inhibición bacteriana. Lo que significa que con solo un DipCoating y un 10% de 
sulfato de gentamicina ya bastaría para tener efecto antibacteriano. 
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Si se comparan los resultados de los distintos números de DipCoating para los dos 
polímeros, resultan diámetros de inhibición bacteriana mayores cuanto mayor es el número 
de inmersiones en el proceso de recubrimiento, por lo general. 
En cuanto a las dos concentraciones de fármaco, como era de esperar, los recubrimientos 
con 30% de gentamicina tienen halos de inhibición mayores que los que contienen un 10%. 
Entre los dos polímeros no existe una diferencia significativa entre los tamaños de los halos. 
En la Figura 57 se muestran los halos de inhibición obtenidos con  bacterias E. Coli de 
recubrimientos de 6 DipCoatings y con el 10% de gentamicina 
 
Figura 57. Placas ensayadas en la determinación del halo de inhibición bacteriana con la bacteria E. 
Coli de muestras con recubrimiento de PHB (a) y PHBV (b) con 10% de G y 6 DipCoatings  
6.3.4. Citotoxicidad 
Se determina la citotoxicidad del sistema propuesto en el presente proyecto en las 
condiciones en las que hay más riesgo de toxicidad, es decir los recubrimientos con seis 
DipCoatings y 30% de sulfato de gentamicina. En la Figura 58 se representan los 
resultados. 
. 
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Figura 58. Representación del % de supervivencia celular de las muestras estudiadas a distintas 
diluciones 
Según norma UNE-EN ISO 10993-5, para afirmar que el sistema no resulta tóxico, el 
porcentaje de supervivencia celular debería de sobrepasar el  80% en las primeras 
diluciones. Todas las muestras ensayadas han sobrepasado dicho porcentaje de 
supervivencia, por lo que se puede confirmar que el sistema propuesto en el estudio no 
resulta tóxico. 
6.4. Liberación controlada de fármaco 
6.4.1. Recubrimientos PHB y PHBV con 10 % de gentamicina y 1 DipCoating 
En un primer ensayo de liberación, se determinó el perfil de liberación de gentamicina de un  
recubrimiento (una sola inmersión en el DipCoating) de PHB y PHBV con un contenido de 
10% de sulfato de gentamicina. Se realizó la cuantificación del fármaco con el método 
descrito en el capítulo de material y métodos, de espectroscopía UV-VIS.  
A continuación se representa la concentración de gentamicina liberada en función del 
tiempo de forma acumulativa y la liberada puntualmente  a cada tiempo de medida.  
Se muestra un perfil de liberación similar para los dos polímeros en el que en las primeras 
horas se libera una cantidad elevada de fármaco, y que con el tiempo disminuye pero sigue 
liberando hasta el final del ensayo (176 h). 
En cuanto a los límites en los que se debería de encontrar las concentraciones de sulfato de 
gentamicina para ser efectiva (MIC), corresponde al intervalo de  0,005-0,010mg/ml  [84], en 
este ensayo de liberación la mayoría de intervalos de tiempo está por encima del MIC.  
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Figura 59. Liberación de gentamicina de muestras con recubrimientos de PHB y PHBV con 10% de G 
y un DipCoating. 
6.4.2. Recubrimientos PHB y PHBV con 30 % de gentamicina, 3 y 6 DipCoating 
Los siguientes ensayos de liberación se realizaron con muestras recubiertas con diferente 
número de inmersiones en el proceso de DipCoating que contienen un 30% de sulfato de 
gentamicina con los dos polímeros estudiados, PHB y PHBV. 
En este caso la cuantificación de la gentamicina se realizó con el método cromatográfico 
HPLC acoplado a un espectómetro de masas. 
En las figuras 60 y 61 se  muestran  las curvas de liberación de los recubrimientos PHB y 
PHBV respectivamente con 3 y 6 DipCoatings. En todos los casos se observa un perfil de 
liberación característico de estos sistemas en el que se libera gran cantidad de fármaco en 
las primeras horas y con el tiempo disminuye, liberando pequeñas cantidades durante el 
resto del ensayo. 
Tanto en los resultados del PHB como en el de PHBV las cantidades liberadas en las 
muestras recubiertas con 3Dipcoanting son inferiores, como era de esperar, que con 
6DipCoating. La diferencia se acentúa en las primeras horas de liberación, cuando la 
liberación disminuye y se libera menor cantidad, en todos los casos la diferencia es mucho 
menor. 
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Por otro lado, existe una gran dispersión de resultados entre muestras obtenidas en las 
mismas condiciones., lo que significa que el procedimiento de DipCoating que se ha 
utilizado en este trabajo hay que seguir optimizándolo. 
 
 
Figura 60.  Curva de liberación de gentamicina de recubrimientos de PHB con un 30% de G: a) 3 
DipCoating, b) 6 DipCoating 
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Figura 61. Curva de liberación de gentamicina de recubrimientos de PHBV con un 30% de G: a) 3 
DipCoating, b) 6 DipCoating 
Por otro lado, en todos los casos la liberación del principio activo se prolonga como mínimo 
hasta 208 horas (más de 8 días), hecho que favorece la efectividad de una liberación 
controlada pensada para evitar infecciones. 
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Comparativa de los perfiles de liberación entre los dos polímeros, PHB y PHBV 
Si se comparan los perfiles de liberación conseguidos con los dos polímeros estudiados 
para poder escoger el que mejor se adapte a los objetivos propuestos,  resulta complicado 
ya que se obtienen liberaciones muy similares. En la Figura 62 (a) se muestran las 
liberaciones de PHB y PHBV para 3 y en la Figura 63 (a) para 6 DipCoating. Además, en 
estas imágenes, (Figuras 62 (b) y 63 (b)) se muestran las liberaciones anteriores pero 
ampliando las zonas en las que las concentraciones son muy bajas de los dos polímeros, de 
los recubrimientos de 3DipCoating y 6 DipCoating. Se indica el MIC de la gentamicina 
(Concentración por debajo de la cual el fármaco ya no es eficaz). 
 
 
 
Figura 62. Liberación controlada de gentamicina en  recubrimientos de PHB y PHBV con un 30% de 
G y 3 DipCoating (a). Imagen ampliada de las liberaciones a bajas concentraciones por debajo de 
0,020 mg/mL de G. En rojo se marca el MIC de la gentamicina (b). 
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Figura 63. Liberación controlada de gentamicina en  recubrimientos de PHB y PHBV con un 30% de 
G y 6 DipCoating (a). Imagen ampliada de las liberaciones a bajas concentraciones por debajo de 
0,020 mg/mL de G. En rojo se marca el MIC de la gentamicina (b). 
En ambos casos, tanto en las liberaciones de las muestras con recubrimientos realizados 
con tres inmersiones (3 DipCoating) como en las de 6 inmersiones (6 DipCoating), las 
concentraciones liberadas en las muestras de PHB son mayores que en las muestras de 
PHBV en las primeras horas. 
Esto quiere decir, que aun teniendo el mismo número de DipCoating y la misma 
concentración de fármaco, las muestras con PHB incorporan más cantidad de sulfato de 
gentamicina en los recubrimientos. Si observamos las diferencias de pesos de los 
recubrimientos conseguidos para 1,3 y 6 DipCoating y 10 y 30% de gentamicina (%G) 
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siempre obtiene un peso mayor las muestras con PHB, lo que significa que se deposita más 
cantidad de polímero y fármaco. 
 
Figura 64. Pesos de los recubrimientos realizados con 1,3 y 6 DipCoating con 10 y 30% de 
gentamicina. 
Este aumento de liberación del PHB solo se observa en las primeras horas, ya que a partir 
de las 4 horas los recubrimientos con PHBV muestran una liberación mayor que los 
recubrimientos con PHB. Podría ser debido a que como se confirma en la bibliografía 
consultada [30], la degradación del PHBV es más rápida que la del PHB y libera mayor 
cantidad de fármaco antes que el PHB. 
Expresado de otra manera, se puede decir que la gentamicina liberada en las primeras 
horas puede corresponder a la que se incorpora en el sistema de manera más superficial, y 
por eso se libera mucha cantidad muy rápido, y en mayor medida en las muestras de PHB, 
ya que se consiguen pesos mayores con estos recubrimientos. Pero cuando se trata de la 
gentamicina incorporada en el sistema en el interior del recubrimiento, encapsulada en cierta 
manera por los polímeros, se ralentiza la liberación, entra en juego la degradación de los 
polímeros que en el caso del PHBV es mayor que el PHB. 
Si se presentan los resultados de una manera más ampliada para poder observar las 
liberaciones de concentraciones inferiores, se puede ver que a partir de las 40 h las 
muestras con PHB en algunos puntos del ensayo no supera el MIC (Concentración a la que 
el fármaco ya no es eficaz), mientras que las muestras con PHBV si, lo que significa, como 
se ha comentado ya, que la degradación del PHB es más lenta y no libera la cantidad 
necesaria de fármaco en varios intervalos de tiempo.  
Por esta razón se considera que los recubrimientos logrados con el PHBV consiguen 
perfiles de liberación más cercanos a los deseados, ya que con una degradación más 
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rápida proporciona concentraciones de gentamicina liberada mayores y más 
constantes que el PHB y de manera prolongada en el tiempo. 
6.4.3. Recubrimientos PHB y PHBV con alternancia de concentraciones de 
gentamicina  
Por los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se considera continuar el estudio 
solo con un polímero, PHBV, y probar con una combinación de distintas concentraciones de 
gentamicina en cada capa de recubrimiento, para impedir que la primera liberación que se 
produce a las primeras horas sea muy elevada. La estrategia seguida se muestra en la 
Figura 65. 
Los recubrimientos obtenidos con esta estrategia son los siguientes: 3 DipCoating 
combinando 10-30-10% de gentamicina en cada inmersión, y 6 DipCoating combinando 10-
30-10-30-10-30% de gentamicina en cada inmersión con el polímero escogido, PHBV 
(Figura 65). En todos los casos la cantidad de gentamicina en la capa exterior es del 10% 
con el objetivo de controlar en mayor medida la liberación inicial del fármaco a tiempos muy 
cortos. 
 
Figura 65. Representación de la estrategia de combinar concentraciones de gentamicina en cada 
inmersión en el proceso de DipCoating 
Una vez conseguidos los recubrimientos con las combinaciones de concentraciones de 
fármaco en cada capa, se realiza el mismo ensayo de liberación que en las muestras 
anteriores y su posterior cuantificación de gentamicina. Así es posible estudiar el perfil de 
liberación que se obtiene con esta estrategia. 
Los resultados de las liberaciones de fármaco se muestran en la Figura 66. 
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Figura 66. Representación de la liberación controlada de muestras con recubrimientos de 
PHBV con una combinación de distintos % de Gentamicina con 3 y 6 DipCoating. 
En este ensayo se ha llevado a cabo la liberación hasta 480 h (20 días), a este tiempo aún 
se observa liberación de gentamicina, por tanto, la liberación se prolonga como mínimo 
hasta los 20 días.  
En los resultados de las pruebas anteriores, con alternancia de concentraciones de 
gentamicina por capa de polímero, las muestras liberan una cantidad elevada del principio 
activo en las primeras horas de liberación. Las muestras con 6 DipCoating muestran mayor 
liberación que con 3 DipCoating. 
Después de las primeras horas de liberación, en las que se piensa que la gentamicina 
superficial es la que se libera tan rápido, la que correspondería a los picos iniciales 
elevados, la liberación del fármaco disminuye, pero se prolonga con concentraciones de 
entre  0,0025mg/ml y 0,18 mg/ml hasta los 20 días. En la Figura 66 se señala con un 
recuadro. 
Para el mismo ensayo pero con muestras con las mismas concetraciones en todas las 
capas, es decir, sin la estrategia de alternancia de concentraciones de fármaco, en esta 
segunda etapa de liberación después de las primeras horas (en la Figura 67 se señala con 
un recuadro),  las concentraciones de sulfato de gentamicina liberado son más bajas que en 
caso anterior. 
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Figura 67. Representación de la liberación controlada de muestras con recubrimientos de PHBV con 
30% de G y recubrimientos alternando el % de G en 3 DipCoating (a) y 6 DipCoating (b). 
Por tanto, se podría afirmar que una combinación de diferentes concentraciones entre las 
capas de los recubrimientos realizados, ofrecen un perfil de liberación más constante que 
muestras con la misma concentración de gentamicina (30%) en todas sus capas. 
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6.4.4. Determinación de la inhibición bacteriana en las muestras del ensayo de 
liberación 
Aunque en las curvas de liberación se alcanzan los valores mínimos necesarios para que el 
antibiótico sea efectivo, según la literatura se ha querido constatar experimentalmente que 
aunque el polímero se degrada, conserva su carácter antibacteriano. 
Con el fin de comprobar si la cantidad de fármaco liberada a diferentes tiempos continúa 
teniendo efecto antibacteriano se han realizado ensayos de inhibición bacteriana, según 
procedimiento descrito en el apartado 5.4.4,  
En este caso las muestras que se incubaron a 37ºC con agitación durante un determinado 
tiempo para que fueran liberando el fármaco incorporado en el sistema, se sometieron a un 
ensayo de inhibición bacteriana. Con ello, se consigue saber si las muestras siguen teniendo 
efecto antibacteriano después de varios días de liberación. 
Se determina el halo de inhibición bacteriana de muestras de PHBV con 3 y 6 DipCoating, 
con un 30% de gentamicina y una combinación de concentraciones de 10 y 30% de 
gentamicina (Figura 65). Los resultados se resumen en la Figura 68. 
.  
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Figura 68.  Resultados de inhibición bacteriana para las muestras del ensayo de liberación. Muestras 
de 3 y 6 DipCoating con 30% de Gentamicina ( a)) y combinación de % de gentamicina ( b)) 
transcurridos 24, 264 y 480 h de liberación. 
. 
Las muestras con 30% de gentamicina y las muestras con combinación de concentraciones 
de fármaco, presentan todas, inhibición bacteriana a lo largo del ensayo de liberación.  
Los resultados muestran, después de 480h (20 días) que las muestras que han estado 
incubadas a 37ºC simulando condiciones fisiológicas, siguen teniendo actividad 
antibacteriana después de liberar fármaco durante ese tiempo.  
Se muestran algunos ejemplos de los halos resultantes del ensayo en las imágenes de la 
Figura 69. 
 
Figura 69. Halos de inhibición para bacterias E. Coli de muestras de 3 DipCoating con una 
combinación de % de gentamicina después de 24,264 y 480 h de liberación. 
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6.5. Adhesión celular 
Para finalizar el estudio del sistema propuesto de liberación de fármaco controlada, se 
ensayó  la adhesión celular de muestras recubiertas con PHBV (6 DipCoatings) y con una 
concentración de sulfato de gentamicina del 10 y 30%  alternadas en las capas. 
Los resultados de adhesión celular se resumen en la Figura 70. 
 
Figura 70. Resultados de adhesión celular de muestras de PHBV con 6 DipCoating combinando % 
de gentamicina. 
Las muestras ensayadas mostraron resultados de adhesión celular similares  a las del Ti control, se 
conoce que el titanio es favorable para el crecimiento celular, se puede decir que el sistema propuesto 
en el que se realiza un recubrimiento de PHBV cargado con gentamicina no desfavorece la adhesión 
celular. 
Futuros estudios 
Siendo el presente proyecto un trabajo limitado por el tiempo, algunos ensayos para complementar el 
estudio han quedado pendientes, tales como la determinación de la adherencia del polímero en la 
superficie de titanio, mediante la técnica Scratch Test. Ya que el sistema propuesto está pensado para 
implantes óseos en los que se necesitaría una buena adherencia del recubrimiento. 
Por otro lado, para poder continuar afirmando que el sistema propuesto resultaría favorable para las 
células de los huesos, sería conveniente continuar el estudio con ensayos de proliferación y 
diferenciación celular puesto que los resultados obtenidos de adhesión de células han sido óptimos. 
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7. Evaluación económica del Proyecto 
Los gastos presupuestados del presente proyecto se exponen de manera desglosada en 
tres apartados en los que se calculan por una parte los gastos de materiales y reactivos del 
conjunto de ensayos realizados, por otro lado los gastos relacionados con el uso de equipos 
necesarios para llevar a cabo la experimentación y por último los costes de personal que 
supondría la mano de obra encargada de este estudio. 
7.1. Coste de material y productos químicos utilizados 
En este apartado se tienen en cuenta el coste de material y de los productos químicos 
utilizados en este proyecto tales como las materias primas para obtener las muestras y los 
materiales necesarios para cada ensayo. 
Tabla 9. Coste de material y reactivos (IVA incluido) 
 Precio Cantidad Coste (€) 
Barra 2m titanio c.p. grado 2 368,45 €/u 0,5u 184,23 
PHB 150€/100g 500g 750,00 
PHBV 115€/100g 500g 575,00 
PHB4HB 121€/100g 100g 121,00 
Sulfato de Gentamicina 311€/5g 5g 311,00 
Cloroformo 124,50€/2,5L 4L 199,20 
PVA 127€/100ml 100mL 127,00 
Paños de carburo de silicio:   0,00 
P600 14,75 €/u 4u 59,00 
P800 14,75 €/u 4u 59,00 
P1200 17,9 €/u 4u 71,60 
P2500 17,9 €/u 4u 71,60 
Paños de terciopelo 37,82 €/u 1u 37,82 
Alúmina 0,05μm 60€/Kg 250g 15,00 
H2O2 61,80€/L 1L 61,80 
Loctite Super-Glue 3 3,65 €/u 1u 3,65 
Cinta Kapton 2,15€/u 1u 2,15 
Acetona 20,50 €/L 3L 61,50 
Etanol 27,50 €/L 3L 82,50 
Hidróxido de sodio 72,80 €/kg 200g 14,56 
PBS 1,36 €/pastilla 2 pastillas 2,72 
Agar 963 €/kg 150g 144,45 
HBI 396 €/kg 100g 39,60 
L-glutamato 514 €/L 1mL 0,51 
Piruvato de Sodio 105 €/L 1mL 0,11 
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Hepes 628 €/u 0,0015 u 0,94 
Material fungible de laboratorio*  49,67 
Agua destilada 20,00 €/L 10L 200,00 
FBS 555 €/L 20mL 11,10 
o-ftaldialdehído  104€/5g 5g 104,00 
isopropanol 72€/500mL 200mL 28,80 
metanol 27€/L 250mL 6,75 
2-mercaptoetanol  30,60€/100mL 50mL 15,30 
  TOTAL 3411,56 
* Coste del Material Fungible desglosado en la Tabla 10. 
Tabla 10. Coste de material fungible de laboratorio (IVA incluido) 
Material Precio Coste total € 
Guantes 3'49€/100u 3,49 
Pipetas Pasteur 9'75€/250u 9,75 
Eppendorf 9,75€/1000u 2,93 
Puntas (10-200µL) 10'00€/1000u 10,00 
Puntas (1-5mL) 20'00€/250u 20,00 
Cinta adhesiva 1'5€/1u 1,50 
Papel de aluminio 2'00€/1u 2,00 
TOTAL  49,67 
7.2. Coste de equipos 
Los equipos necesarios para la experimentación del presente estudio se resumen en la 
siguiente tabla:  
Tabla 11. Coste de Equipos (IVA incluido) 
EQUIPOS Precio/hora Tiempo (h) Coste (€) 
Pulidora automática 5 € 25 125  
Equipo de plasma 40 € 5 200  
FTIR 60 € 4 240  
HRMN 60 € 4 240  
GPC 60 € 4 240  
Autoclave 30 € 8 240  
Ángulo contacto 30 € 6 180  
Perfilometría 60 € 4 240  
SEM/EDS 40 € 12 480  
Estufa 5 € 480 2.400  
Mufla 10 € 48 480  
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Espectrofotómetro 35 € 6 210  
Cabina microbilógica 15 € 25 375  
HPLC-MS Parc Científic 80 € 48 3.840  
  TOTAL 9.490  
7.3. Coste de Personal 
Para el cálculo de los gastos de personal se han simulado dos tipos de contratos, el del 
estudiante (contrato de empleado con titulación universitaria de grado superior a nivel de 
licenciado en período de prácticas) y del profesorado (contrato de empleado con titulación 
universitaria de grado superior completada con estudios específicos de postgrado o 
doctorado) responsable de la supervisión del trabajo del estudiante. 
Se debe contabilizar no sólo lo que ganan los titulados (Sueldo Bruto Anual SBA) sino 
también la parte que pagaría la empresa por empleado en concepto de seguridad social 
(SS), que significa el 32% del SBA. 
Suponiendo que se trabaja en el ámbito de la industria química, el Sueldo Bruto Anual 
equivale al Sueldo Mínimo Garantizado (SMG) según el vigente convenio colectivo, el XVII 
Convenio General de la Industria Química. Cada contrato con su correspondiente SMG del 
grupo profesional al que pertenecen. 
Salario bruto anual de Titulados  Superiores: 29.794,13 €/año 
Salario bruto anual de Titulados  Superiores Experimentados: 37.777,25 €/año 
Estos salarios corresponden a la media salarial del cómputo anual de horas que según 
convenio son 1.752 h/ año. 
El contrato del proyectista simulando un titulado en periodo de prácticas, implica que el SBA 
(sueldo bruto anual) corresponda al 60% del SMG. 
Tabla 12. Coste de Personal 
  
Horas de 
trabajo 
SBA SS 
Gasto de 
personal 
Titulado Superior en Prácticas 900 17.876,48 5.720,47 12.121,72 
Titulado Superior Experimentado 100 37.777,25 1.2088,7 2.846,23 
   
TOTAL 14.967,95 
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7.4. Coste Total 
Se calcula el coste total (Tabla 13) del proyecto considerando los costes calculados en los 
apartados anteriores y un porcentaje a suministros de agua y electricidad. 
También se debe tener en cuenta el Overhead de la UPC que incluye los gastos indirectos 
que provienen de haber realizado el proyecto en la UPC, incluye: mantenimiento de las 
instalaciones, suministros, alquiler, etc. Se estima en un 17,7% del subtotal del proyecto. 
Tabla 13. Coste Total del Proyecto de Final de Carrera 
Tipos de Coste Coste (€) 
Coste de Material 3.411,56 
Coste de los Equipos 9.490,00  
Coste de Personal 14.967,95 
Coste de Sumunistros (4%) 1.114,78 
Coste de Overhead (17,7%) 5.130,22 
COSTE TOTAL 34.114,51  
Se estima un coste total del Proyecto de Final de Carrera realizado de unos 34.115 Euros. 
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8. Impacto ambiental 
Este capítulo tiene como objetivo el estudio sobre el impacto ambiental y social relacionado 
con el presente proyecto. Por una parte se valora el impacto que supone la utilización de los 
polímeros estudiados y por otra parte el impacto que pueden causar los estudios 
experimentales en el laboratorio de este proyecto. 
8.1. Impacto ambiental de los PHA’s  
Se valoran los efectos ambientales de los polímeros utilizados en el estudio, teniendo en 
cuenta que se trata de biopolímeros producidos por la naturaleza, por la acción de bacterias 
que producen como mecanismo de almacenamiento de carbono y energía este tipo de 
materiales. 
Los materiales poliméricos se han convertido sin duda en materiales imprescindibles en la 
época actual. Desde finales del siglo XIX, estos materiales han tenido un gran incremento en 
número y variedad y también en sus propiedades y aplicaciones. En la Figura 73 se muestra 
la evolución mundial de la producción de materiales poliméricos desde 2004 a 2014 en 
millones de toneladas. 
 
Figura 73. Producción mundial de algunos materiales plásticos desde 2004 a 2014 en millones de 
toneladas. 
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Por ello, la producción desbordada de productos poliméricos derivados del petróleo 
(sintético, no biodegradable), genera gran acumulación de residuos convirtiéndose en un 
grave problema de contaminación ambiental. 
Por tanto, el uso de biopolímeros como los PHA’s estudiados aporta como principales 
ventajas el ahorro de combustibles fósiles y la reducción de emisiones de CO2 al provenir de 
fuentes naturales y renovables. Se reconocen como materiales completamente biosintéticos 
y biodegradables sin producción de residuos tóxicos, son totalmente reciclables en basura 
orgánica. Debido a estas propiedades, los PHA’s han encontrado multitud de aplicaciones 
especialmente en el campo de la biomedicina [86]. 
8.2. Impacto ambiental de la realización del proyecto 
El proyecto se realiza con una serie de operaciones y utilización de ciertos elementos que 
pueden estar asociados a cierto impacto ambiental. 
Se consideran en este análisis del impacto ambiental la utilización de energía, productos 
químicos y otros servicios. 
Purificación de los polímeros y preparación de los recubrimientos 
A lo largo de todo el estudio se trabaja con disolventes para la limpieza de las muestras 
como el etanol o la acetona, que será necesario tratar adecuadamente una vez utilizados. 
Por otro lado, producto muy presente en el proyecto, es el cloroformo, se utiliza en el 
proceso de purificación de los polímeros y la preparación de los recubrimientos y se ha de 
tener en cuenta los impactos directos que generan: 
Emisión de gases: a través de las campanas extractoras se producen emisiones 
gaseosas a la atmosfera originadas básicamente por compuestos volátiles como es 
el cloroformo. Se depura el gas para que no sea perjudicial para la atmosfera. 
Eliminación de residuos líquidos: proviene mayoritariamente del uso de cloroformo. 
Se separa como residuo clorado y se entrega posteriormente a una empresa que se 
encarga de su tratamiento 
Servicios generales 
Existen impactos indirectos que se han de tener en cuenta asociados a la utilización de 
servicios generales, entre los que destacan: 
Electricidad: se emiten contaminantes en la generación de electricidad, en su 
explotación de recursos no renovables y en la construcción de sus instalaciones uqe 
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generan gran consumo de energía y materiales además de emisión de 
contaminantes y la destrucción del medio. 
Agua: en cuanto al consumo de agua, ésta es un consumo limitado que también 
genera contaminantes tras su utilización al tener que ser depurada. 
Equipos y material de laboratorio 
Los equipos y material de laboratorio utilizados en el proyecto también causan 
indirectamente cierto impacto ambiental asociado a los siguientes conceptos: 
Producción: los procesos de fabricación de los equipos y materiales genera el 
consumo de recursos, en su mayoría no renovables y también impactos 
relacionados con la construcción de las instalaciones que hacen falta para poder 
fabricarlos. 
Transporte: después de la producción de los equipos y materiales es necesario su 
transporte y el impacto que supone, consumo de energía a partir de recursos fósiles 
no renovables y la emisión de gases contaminantes. 
Destino: cuando finaliza la vida útil d cualquier material y equipo han de ser 
depositados en vertederos contribuyendo a la acumulación en exceso de residuos 
sólidos. 
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9. Conclusiones 
En el presente proyecto se ha conseguido realizar un recubrimiento sobre una superficie de 
titanio mediante la técnica de DipCoating, de un biopolímero cargado con antibiótico capaz 
de degradarse en condiciones fisiológicas garantizando una liberación del fármaco 
controlada. 
Se ha logrado un recubrimiento óptimo sobre Ti mediante la técnica de DipCoating 
estudiando la deposición de polímero en la superficie de titanio y se concluye que las 
condiciones óptimas son: 
- Activación de la superficie de Ti atacada con NaOH 
- La incorporación del fármaco de manera más homogénea es mediante una emulsión 
que mezcla la fase orgánica con acuosa que contiene gentamicina 
- La velocidad de retirada en el proceso de DipCoating a 70mm/min 
- El recubrimiento total se logra con 6 inmersiones (6 DipCoating) 
En cuanto a la optimización de la liberación controlada del sistema propuesto, se 
comprueba que: 
- En las primeras horas de liberación,  en todos los casos, las concentraciones de 
gentamicina son mayores debido a una liberación rápida y elevada del fármaco que 
se encuentra de forma más superficial en los recubrimientos. 
- Las dos concentraciones de gentamicina estudiadas (10 y 30%) no sobrepasan los 
límites de toxicidad. Por lo tanto, se ha conseguido  una liberación del fármaco 
dentro de los límites de toxicidad. 
- Los perfiles de liberación estudiados superan, en la mayoría de intervalos de tiempo 
ensayados, la concentración mínima para que el antibiótico sea efectivo y además 
presentan inhibición bacteriana a lo largo de todo el periodo de tiempo de los 
ensayos.  
- La liberación  conseguida se prolonga  más de 20 días,  que es el tiempo estudiado. 
- Las muestras recubiertas con 3 DipCoating liberan menor cantidad de fármaco que 
con 6 DipCoating de manera más pronunciada  en las primeras horas de liberación. 
- Una combinación de diferentes concentraciones de gentamicina en las distintas 
capas (inmersiones) resulta una liberación más constante en el tiempo. 
- El PHA más adecuado para una liberación más constante del principio activo es el 
PHBV por degradarse de manera más rápida. 
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